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Titre de la thèse   
Défauts de la réparation de l’ADN et développement lymphoïde : Analyse de situations 
pathologiques chez l’homme et la souris. 
Résumé  
Au cours de leur développement, les cellules du système hématopoïétique sont très exposées 
aux dommages à l’ADN qui peuvent avoir une origine exogène ou endogène. Les organismes 
vivants ont développé de nombreux mécanismes de réparation pour y faire face, et leur 
dysfonctionnement est responsable de maladies rares mais sévères chez l’Homme. Un des 
deux mécanismes de réparation des cassures double-brin (CDB) de l’ADN joue un rôle 
prépondérant dans le développement du système immunitaire (SI) des mammifères. Il s’agit 
de la voie de réparation des extrémités non-homologues (NHEJ) qui est absolument essentiel 
au bon déroulement de la recombinaison V(D)J dans les progéniteurs lymphocytaires de la 
moelle osseuse et du thymus. En effet, la formation de CDB de l’ADN est une étape clé de ce 
remaniement. De même, bien que dans une moindre mesure, le NHEJ intervient pour réparer 
les cassures induites par AID lors de la commutation de classe des immunoglobulines (Ig-
CSR).  
Notre équipe a précédemment identifié un nouveau facteur du NHEJ, Cernunnos (ou XLF), 
responsable chez l’Homme de déficit immunitaire combiné sévère (DCIS) associé à une 
sensibilité aux rayonnements ionisants (RI) et à une microcéphalie. Afin de mieux 
comprendre le rôle de Cernunnos dans le système hématopoïétique et dans le développement 
des lymphocytes en particulier, nous avons créé un modèle murin invalidé pour ce gène. De 
façon surprenante, le développement lymphocytaire se fait quasi normalement dans ces souris, 
le seul défaut observé est une diminution du nombre de lymphocytes. Cependant, l’analyse 
fine du répertoire des cellules T a permis de mettre en évidence un biais dans l’utilisation des 
segments variables V et J de la chaîne α du récepteur (TCRα). Ce serait là la signature d’un 
défaut de survie des thymocytes, passant par une activation chronique de la voie de l’apoptose 
dépendante de p53 en réponse à l’accumulation de dommages de l’ADN. Certaines sous-
populations de lymphocytes T, comme les iNKTs et les MAITs, seraient ainsi affectées.  
Par ailleurs, notre équipe poursuit la caractérisation génétique et fonctionnelle de pathologies 
chez des patients dont le tableau clinique laisse penser qu’il existe un déficit immunitaire ou 
hématologique primaire associé à un défaut de réparation de l’ADN. Nous nous sommes 
intéressés à un patient dont le tableau clinique combinant déficit hématopoïétique et instabilité 
génomique suggère une origine génétique forte. Grâce aux techniques de séquençage haut-
débit et à l’étude de ségrégation au sein de la famille nous avons pu isoler plusieurs mutations 
dont une nous a interpellé plus particulièrement.  
Mots clés  
NHEJ, Cernunnos, XLF, Recombinaison V(D)J, Réparation de l’ADN, Déficits immunitaires, 




Thesis title  
DNA repair defects and lymphocyte development: Study of pathological contexts in human 
and mice. 
Abstract 
Throughout their development, hematopoietic cells are exposed to many DNA damages of 
either exogenous or endogenous origin. Living organisms evolved a variety of DNA repair 
mechanisms in order to face those threats, and their impairment leads to rare but severe 
diseases in human. Of the two mechanisms involved in the repair of DNA double-strand break 
(DSB) repair, one plays a major role in mammal’s Immune System (IS). The non-homologous 
end joining (NHEJ) pathway is essential for the correct proceeding of V(D)J recombination in 
lymphocyte progenitors from bone marrow and thymus. Indeed, the formation of DNA DSB 
is a key step of the rearrangement. In similar fashion, though to a lesser degree, NHEJ is 
involved in repair of AID induced breaks during immunoglobulin class switch recombination 
(Ig-CSR).  
Our team previously identified a new NHEJ factor, Cernunnos (or XLF), as being responsible 
for a human syndrome of severe combined immunodeficiency (SCID) associated with 
ionizing radiation (IR) sensitivity (RS-SCID) and microcephaly. To better understand 
Cernunnos role in the hematopoietic system and particularly in lymphocyte development, we 
engineered a knock-out (KO) mouse model for this gene. Surprisingly, lymphocyte 
development is almost normal in these mice, the only defect observed being a decrease of 
lymphocyte number. However, a refined analysis of T cell repertoire allowed us to uncover a 
bias in the use of V and J segments from the receptor’s α chain (TCRα). This is the signature 
of a survival defect in thymocytes, caused by chronic activation of the p53 dependent 
apoptosis pathway in response to DNA damage. Some discrete T cell populations, such as 
iNKTs and MAITS, would be affected.  
In the meantime, our team pursues the uncovering of genetic diseases and their functional 
description in patients showing signs of immune or hematopoietic deficiency combined to 
impaired DNA repair. We focused on a patient harboring clinical signs of genomic instability 
and hematopoietic defects with strong evidence for genetic cause. Thanks to high-throughput 
DNA sequencing technology and whole genome association study (WGAS), we identified 
several mutations, one of them striking us as pertinent. 
Key words 
NHEJ, Cernunnos, XLF, V(D)J recombination, DNA repair, immune deficiency, SCID, 
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Exo : Exonuclease 
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Fig. : Figure 
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MAIT : Mucosal Associated Invariant T cell 
MDC-1 : Mediator of DNA-damage Checkpoint protein 1 
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MEP : Megakaryocytes and Erythrocytes Progenitor 
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mmc : mitomycine c 
MMR : Mismatch Repair 
MPG : N-méthylpurine DNA glycosylase 
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MSH : MutS homolog  
 
N-terminal : amino-terminal 
NBS : Nijmegen Breakage Syndrome 
NER: Nucleotide Excision Repair 
TC-NER : Transcription Coupled-NER 
NHEJ : Non-Homologous End-Joining 
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8-oxoG/A : 8-hydroxyguanine/adénine  
OGG1 : 8-Oxoguanine Glycosylase 1 humaine 
O6MeG : O6-méthylguanine 
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PALF : Polynucléotide kinase and Aprataxin-Like Forkhead-associated protein 
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18 
 
PerCP : Peridinin Chlorophyll Protein  
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SV40 : Simian Virus 40 
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TDG : Thymidine-DNA glycosylase 
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TGF : Tumor Growth Factor ou facteur de croissance tumoral 
TNF : Tumor Necrosis Factor ou facteur de nécrose tumoral 
TopBP1 : DNA Topoisomérase II Binding Protein 
TPR : TetratricoPeptide Repeat 
TTD : Trichothiodystrophie  
 
UNG : Uracil N-Glycosylase 
 
V : domaine Variable 
VLR : Variable Lymphocyte Receptors 
 
WRN : protéine du syndrome de Werner 
WGAS : Whole-Genome Association Study ; Tour du Génome en français (TDG) 
 
XLF : XRCC4-Like Factor 
XP : Xeroderma Pigmentosum 
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I. Intégrité du génome : structure et maintenance 
 
La définition stricto sensu du génome est « l’ensemble des gènes » d’un organisme. 
Physiquement parlant, le génome est l’ensemble des molécules d’ADN découpées en 
plusieurs unités ou gènes, eux même regroupés au sein de loci, puis de chromosomes. Un 
locus peut contenir un ou plusieurs gènes (Fig. 1). Un chromosome contient plusieurs loci. 
Mais un chromosome est une seule molécule d’ADN. L’ADN contenu dans les gènes est un 
code, l’information contenue dans ce code va donner à l’organisme toutes ses caractéristiques 
physiques et biologiques, son phénotype. Il est donc primordial de maintenir l’intégrité du 
génome pour ne pas altérer l’information qu’il contient.  
 
A. Structure et Maintenance  
 
Le génome des cellules procaryotes est regroupé sur un seul chromosome qui est libre 
dans le cytoplasme. En revanche, le génome des cellules eucaryotes est regroupé sur plusieurs 
chromosomes contenus dans le noyau. Si l’ADN des chromosomes était totalement déroulé il 
ne pourrait tenir dans l’enceinte d’une cellule, ce qui implique qu’il existe une structuration 




La structure de la molécule d’ADN est publiée en 1953 par James Watson et Francis 
Crick grâce à l’interprétation d’un cliché de diffraction des rayons X obtenu par Rosalind Elsi 
Franklin. Cet acide nucléique est composé de deux brins hélicoïdaux qui s’enroulent entre eux 
sur un intervalle régulier. Les brins sont une succession de nucléotides, constitués par une 





Figure 1 : Schéma de l’organisation d’un locus contenant un gène.   
Les exons sont représentés par des rectangles pleins séparés par des introns de longueur plus 





Figure 2 : Structuration de l’ADN dans la cellule et niveaux de compaction. 
L’hélice d’ADN avec ses nucléotides reliés par des liaisons phosphodiester entre les sucres est 
successivement compactée en nucléosomes autour d’octamères d’histones. Ces nucléosomes 
sont reliés entre eux par l’histone H1, c’est la fibre chromatinienne qui se sur-enroule en 
solénoïde. Quand l’ADN est répliqué, avant la séparation des chromatides lors de la division 
cellulaire, l’ADN est davantage compacté pour former un chromosome dit métaphasique 




Quatre bases constituent les lettres de l’alphabet génomique : l’adénine (A) et la guanine (G) 
appartenant à la famille des purines, la cytosine (C) et la thymine (T) de la famille des 
pyrimidines. Les bases s’apparient deux à deux, unissant ainsi les deux brins par des liaisons 
hydrogènes (Fig. 2). Mais l’appariement se fait strictement entre une purine et une 
pyrimidine. Ainsi, A sera toujours en face de T, et G en face de C. La mesure des molécules 
d’ADN peut donc se faire en nombre de nucléotides (nt) ou en nombre de paires de bases 
(pb). Voilà pour la structure primaire et secondaire de la molécule d’ADN. 
La double-hélice d’ADN n’est pas laissée à nue, elle serait bien trop vulnérable. Les histones, 
une famille de protéines associées à l’ADN, forment des octamères autour desquels l’ADN 
fait quasiment deux tours ce qui correspond à 146 pb par octamère (Fig. 2). Quatre variants 
d’histones, très conservés entre les espèces, composent habituellement l’octamère, les dimères 
H2A/H2B et H3/H4. Cette association ADN/protéines, appelée nucléosome, ou partie 
« cœur » du nucléosome, est l’unité de base de la chromatine (Kornberg RD, Lorch Y, 1999 
pour revue). Les nucléosomes sont séparés les uns des autres par de l’ADN dit de « liaison » 
dont la longueur variable est le reflet de l’état de condensation de la chromatine. Une des 
premières évidences que la chromatine est une succession de nucléosomes (Fig. 2) vint de 
l’observation de structures en collier de perles lorsque qu’elle est purifiée. Il s’agit là d’un état 
de relaxation extrême qui ne peut être observé dans la cellule. A l’échelle du noyau, la 
microscopie électronique a permis de décrire deux états de la chromatine, l’hétérochromatine 
plus dense ou compactée, et l’euchromatine plus claire et donc relâchée. L’hétérochromatine 
est majoritaire en périphérie du noyau et l’euchromatine est dispersée à l’intérieur du noyau et 
s’organise en domaines chromatiniens. Ces deux états correspondent à l’organisation de la 
chromatine en fibre chromatinienne de 30nm de diamètre et à une compaction supplémentaire 
(Fig. 2). Dans la fibre de 30nm les parties cœur des nucléosomes s’alternent d’un côté et 
l’autre d’un axe constitué par l’ADN de liaison qui effectue des zig-zag (Fig. 2). Puis, les 
nucléosomes se replient les uns contre les autres à l’aide de protéines se liant à l’ADN de 
liaison tel que le variant H1 des histones, ou les protéines HMG (High Mobility Group). Les 
régions N-terminales et C-terminales des histones de l’octamère ne sont pas structurées et 
« flottent » en dehors du cœur nucléosomique. Elles jouent probablement un rôle important 
dans le repliement des nucléosomes grâce aux interactions histone-histone. Ces queues 
peuvent être modifiées pour moduler l’état de compaction ou bien servir de plateforme pour 
l’arrimage d’autres protéines (Khorasanizadeh S, 2004).  
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 Au cours de la division cellulaire, ou mitose, le noyau est désorganisé et la chromatine est 
progressivement compactée pour atteindre une densité maximale lors de la métaphase (au 
milieu de la mitose). A tel point, que l’on peut distinguer les chromosomes dans leur forme 
caractéristique de « X » (Fig. 2). C’est l’image type d’un caryotype, obtenue en traitant les 
cellules à la colchicine, une drogue qui les bloque en métaphase. La mitose est la phase du 
cycle cellulaire qui succède à la phase S (S pour synthèse d’ADN) où les noyaux passent du 
stade « n » quantité d’ADN, c’est-à-dire une seule molécule d’ADN ou chromatide par 
chromosome, au stade « n », c’est à dire deux molécules d’ADN ou chromatides sœurs qui 
sont identiques. En effet, lors de la phase S, les chromosomes sont répliqués pour que la 
cellule mère transmette une copie conforme du génome à la cellule fille après division. Les 
deux chromatides sont reliées par une région spécifique, le centromère. Les extrémités elles, 
sont détachées l’une de l’autre, ce sont les télomères. La distance entre le centromère et un 
télomère n’est pas forcément égale à la distance avec l’autre télomère. On parle de bras 




Contrairement à l’ADN de liaison, l’ADN associé aux histones se trouve au cœur du 
nucléosome, où des protéines pourront difficilement accéder. C’est une manière de le protéger 
de l’action des nucléases, enzymes capables de couper l’ADN, ou d’autres enzymes pouvant 
nuire à son intégrité. Cependant il y a des situations qui nécessitent tout de même de rendre 
accessibles certaines parties de l’ADN. La chromatine n’est pas une structure figée mais 
hautement dynamique. A l’échelle même du nucléosome, celui-ci peut glisser le long de la 
molécule d’ADN, les séquences se trouvant exposées dans l’ADN de liaison peuvent donc 
changer. En effet, les histones n’ont pas d’affinité pour un motif particulier de nucléotides, 
bien qu’ils montrent une préférence de localisation, à proximité des, et non associée 
aux, promoteurs des gènes actifs par exemple (Segal E, Widom J, 2009 pour revue). En effet, 
les promoteurs sont souvent associés à des protéines régulatrices, les facteurs de transcription, 
qui vont activer ou réprimer l’expression du gène. D’autre part, pour qu’il y ait transcription il 
faut que la machinerie protéique puisse se fixer sur les séquences qu’elle reconnaît. Ainsi, de 
nombreuses études utilisant des techniques différentes au cours des années ont permis de 
mieux connaître les patterns de fixation des histones nucléosomiques à l’ADN (Bell O et al., 
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2011 pour revue). La technique la plus classique consiste à dégrader l’ADN en le traitant à la 
Désoxyribonucléase I (DNaseI) et l’on sait que les domaines chromosomiques contenant des 
gènes activement transcrits sont plus sensibles à cette dégradation, preuve que la densité des 
nucléosomes y est moins importante. Autre caractéristique qui corrèle bien avec les régions 
transcrites, les modifications post-traductionnelles des histones telles que l’acétylation des 
lysines de la queue diminueraient leur affinité avec l’ADN et par la même pourrait 
promouvoir l’accessibilité à la chromatine. Cette modification est réversible contrairement à 
la méthylation des lysines ou des arginines qui peut être corrélée aux gènes inactivés (lysines 
9 et 27 de H3), ou  activés (lysines 4 et 9 de H3, lysine 20 de H4, arginines de H3 et H4). La 
méthylation est une forme de régulation épigénétique transmise aux cellules filles. D’autres 
modifications des histones sont impliquées dans la régulation de l’accessibilité pour la 
transcription comme des phosphorylations, des ubiquitinylations (ajout de petites molécules 
d’ubiquitines) et des sumoylations (les molécules SUMO sont apparentées aux ubiquitines). 
La régulation peut également se faire sans modification constitutionnelle des histones, via la 
méthylation des cytosines de l’ADN (répression de gènes), ou par le remplacement d’un des 
histones par son variant (notamment H2A et H3), ou bien par l’action de complexes 
protéiques, les facteurs du remodelage chromatinien (Khorasanizadeh S, 2004 ; Segal E, 
Widom J, 2009 ; Clapier CR, Cairns BR, 2009). Toutes ces modifications affectent la stabilité 
du nucléosome et donc sa mobilité, favorisant ou restreignant ainsi l’accessibilité à l’ADN 
pour toutes les activités de la cellule.  
La transcription des gènes, et donc de l’information qu’ils encodent, en messagers ARN 
(Acide RiboNucléique) qui pourront être traduits en protéine est une des activités 
physiologiques principales de la cellule. En effet, lors de l’interphase (phase G1 du cycle 
cellulaire) elle doit reconstituer le pool de protéines qui a été divisé entre cellule mère et fille. 
Lorsqu’elle est quiescente, il s’agit de maintenir les stocks de protéines nécessaires à la survie 
cellulaire et à la réalisation de sa fonction au sein de l’organisme. Les ARN polymérases qui 
transcrivent les gènes se fixent sur un seul brin, le brin dit codant, orienté de 5’ en 3’. Il faut 
donc, en plus de détacher l’ADN de l’octamère, séparer les deux brins d’ADN. Ceci peut être 
accompli en partie par les facteurs du remodelage chromatinien, séparés en quatre familles qui 
ont pour point commun de posséder une sous-unité ATPase (ATP pour Adénosine  
Triphosphate). Une de ces sous-unités est très conservée et partagée avec les hélicases DEAX 
box (du nom du domaine spécifique). Les hélicases sont capables de séparer deux brins 
d’ADN, ou deux brins d’ARN, ou une combinaison des deux. Elles sont donc importantes 
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pour tout mécanisme qui nécessite l’accès à de l’ADN simple brin (ADN sb). C’est 
notamment le cas pour la réplication, qui procède par la synthèse de néo-brins 
complémentaires de chaque ancien brin. Il faut donc que l’hélice soit ouverte, et qu’elle le 
reste, pour permettre au complexe de réplication d’avancer le long du chromosome. Ainsi 
chaque chromatide sœur qui en résulte possède un brin ancien et un brin néo-synthétisé. La 
structure formée par la molécule d’ADN au cours de la réplication est nommée fourche de 
réplication.  
La réplication, comme la transcription, est un phénomène physiologique activé par la cellule 
pour s’assurer que l’information génétique est transmise. Le troisième mécanisme jouant un 
rôle dans l’intégrité du génome, et qui nécessite un accès particulier à l’ADN, est la 
réparation. Il a pour but de corriger toutes les erreurs qui pourraient apparaître lors des 
phénomènes de transcription et de réplication lorsque l’ADN mis à nu est vulnérable, mais 
aussi les lésions qui surviennent malgré la protection fournie par la chromatine.  
 
B. Dommages à l’ADN  
 
 Les dommages à l’ADN peuvent survenir à n’importe quel moment et sont de nature 
variable. Bien que de nature variable, ils constituent tous une menace à l’intégrité du génome 
puisqu’ils modifient la séquence nucléotidique et donc l’information génétique encodée. La 
menace peut provenir aussi bien de l’extérieur que de l’intérieur, les cellules eucaryotes se 
sont donc munies de moyens efficaces et appropriés pour lutter contre les conséquences de 
ces lésions (Fig. 3). 
 
1. Origine et nature des dommages  
 
Quelle que soit leur origine, on distingue les dommages qui atteignent un seul brin ou les deux 
brins de l’ADN. Il peut y avoir des modifications chimiques des bases ou une erreur lors de la 
synthèse nucléotidique entraînant un mésappariement. D’autres modifications chimiques 
peuvent altérer les liaisons entre bases formant des ponts inter-brins, ou les liaisons entre 





Figure 3 : Dommages à l'ADN et réponse cellulaire 
Les sources des dommages sont variées et peuvent avoir une origine endogène ou exogène. 
Leurs effets peuvent être spécifiques ou partagés avec d’autres agents génotoxiques. La 
cellule possède plusieurs types de protéines pour détecter les dommages en fonction de leur 
nature. Elles vont ensuite transmettre un signal et orchestrer la réparation des dommages ainsi 













ou plusieurs base(s), ou nucléotide(s), d’un même brin, laissant une cassure simple-brin 
(CSB) de l’ADN. Enfin, la cassure peut s’étendre sur les deux brins et on parle alors de 
cassure double-brin (CDB), elle constitue le risque le plus important puisque la continuité de 
la molécule d’ADN n’est pas assurée.  
 
a) Endogène   
 
Une première source de lésion provient de la molécule d’ADN elle-même (Fig. 3). 
Ainsi, bien que relativement stable dans le temps, la longueur de la molécule d’ADN amène 
des événements de très faible probabilité individuelle à une existence réelle, c’est la 
dégradation naturelle des molécules organiques (Lindhal T, 1993). Les molécules d’eau qui 
sont présentes dans tous les milieux vivants peuvent réagir avec la molécule d’ADN et plus 
particulièrement attaquer la liaison N-glycosydique qui relie une base à son sucre, créant ainsi 
un site abasique (AP pour A-Purique ou A-Pyrique). Les bases puriques sont plus sensibles 
que les pyrimidines à ce genre d’attaque. Une autre réaction d’hydrolyse peut s’attaquer aux 
groupements amines des bases. Les cytosines sont particulièrement sujettes à ces 
déaminations hydrolytiques les transformant alors en uracile, ou en thymine si la cytosine est 
méthylée en C5 (5-méthylcytosine), cette réaction est plus efficace sur les molécules simple-
brin que lorsque les deux brins sont associés dans l’hélice. Les bases puriques peuvent 
également être désaminées mais avec une fréquence négligeable par rapport aux cytosines (2-
3%). Une adénine est ainsi convertie en hypoxanthine, et une guanine en xanthine. Ces deux 
résidus s’associent préférentiellement avec une cytosine, il existe donc un risque mutationnel 
pour la déamination de l’adénine et peu de conséquences pour la guanine, d’autant plus que la 
xanthine est très encline à être spontanément retirée par hydrolyse. 
Le métabolisme cellulaire est une source endogène importante de petites molécules capables 
de réagir avec l’ADN. Un de ces métabolites est en réalité un cofacteur pour la méthylation 
enzymatique de l’ADN, la S-adénosyl-méthionine (SAM), et dans une moindre mesure 
l’acide méthyl-tétrahydrofolique. Ils possèdent un faible pouvoir alkylant mais cela suffit pour 
transférer le groupement méthyl à des nucléotides de l’ADN. Ceci se fait donc en dehors de 
tout contexte de régulation et doit être méticuleusement corrigé par la cellule. Cependant, la 
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méthylation de l’ADN par les enzymes se fait à la position C5, un site à faible potentiel 
accepteur qui ne pourra donc être méthylée par des métabolites libres.  
Mais les métabolites les plus actifs sont de le loin les espèces réactives de l’oxygène (ROS). 
Ils sont produits en grande partie dans la mitochondrie lors de la synthèse de l’ATP. Les ROS 
sont extrêmement toxiques pour les acides nucléiques et vont induire des altérations 
chimiques des bases de l’ADN (Fig. 3). La guanine est une cible fréquente, elle est convertie 
en 8-hydroxyguanine (8-oxoG), et le même type de réaction sur l’adénine produit de la 8-
hydroxyadénine (8-oxoA). L’oxydation des purines peut également provoquer une ouverture 
du cycle aromatique, elles deviennent alors des formamidopyrimidines (fapyG et fapyA). Les 
pyrimidines sont aussi affectées par les ROS et en particulier sur leur cycle aromatique, 
formant ainsi des cytosines ou thymines glycol puis des 5-hydroxycytosines et des 5,6-
dihydroxythymines. Ces différents dérivés  peuvent à leur tour être désaminés, méthylés, et 
oxydés. Néanmoins, seule la 8-oxoG a des conséquences mutationnelles puisque qu’elle 
diminue son affinité pour la cytosine en faveur de l’adénine. Ainsi, lors de la réplication, les 
polymérases ajouteront une adénine au lieu d’une cytosine sur le brin complémentaire. Les 
radicaux libres, qui sont les plus réactifs des ROS, peuvent créer des sites AP oxydés en 
s’attaquant directement au cycle du sucre, ou bien des CSB aux extrémités atypiques (3’-
phophate ou 3’-phosphoglycolate).  
L’ensemble de ces modifications n’altère pas la conformation de l’hélice, on dit qu’elles ne 
sont pas encombrantes. Il existe cependant des dommages induits par les ROS qui vont 
déformer l’hélice (Berquist BR, Wilson III DM, 2012 pour revue). Les radicaux hydroxyles 
réagissent avec les bases puriques créant des intermédiaires capables de former des liaisons 
covalentes avec une purine adjacente, et donc un pont intra-brin. Ces radicaux provoquent 
également la cyclisation de bases puriques qui entraîne une torsion de la liaison phophodiester 
fragilisant les liaisons hydrogènes avec la base complémentaire, pour finalement séparer les 
deux brins de l’hélice. Des produits dérivés du stress oxydatif et de la peroxydation des 
lipides, les aldéhydes, vont ajouter des groupements de diverse nature (cycliques, etheno,…) 
aux bases azotées. Ces groupements vont perturber l’interaction avec la base complémentaire 
ou bien réagir à leur tour pour former des ponts intra- et inter-brin, mais aussi des liaisons 
covalentes avec les résidus protéiques. Le formaldéhyde, par exemple, induit principalement 
des liaisons ente les bases oxydées (deoxy- A, G et C) de l’ADN et certains acides aminés 
(lysine, histidine, cystéine, tryptophane) des protéines. Le formaldéhyde et nombre d’autres 
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molécules semblables aux métabolites cellulaires, peuvent également avoir une origine 
exogène à la cellule. 
Comme nous l’avons précédemment remarqué, l’ADN est plus exposé aux dommages 
lorsqu’il n’est pas associé à des protéines histones comme pour la transcription et la 
réplication. Notamment, la structure chromatinienne protège l’ADN des lésions dites 
encombrantes et des méthylations aléatoires, beaucoup moins des transformations chimiques 
« non encombrantes » des bases. Aussi, les polymérases chargées d’ajouter le nucléotide 
correspondant en face de celui qui est répliqué peuvent faire des erreurs, on a alors formation 
de mésappariements. La présence de lésions au niveau de la fourche de réplication ou le 
dysfonctionnement des enzymes de la réplication peuvent engendrer des CDB de l’ADN. La 
réplication est donc une source de dommages que la cellule s’inflige activement lorsqu’elle 
opère sur le génome. Il en est de même pour les événements de recombinaison somatiques, 
que nous aborderons dans le cadre du développement lymphocytaire (partie III.A et B), et de 
recombinaisons méiotiques lors de la production des gamètes.  
 
b) Exogène  
 
Il existe dans l’environnement de nombreuses molécules qui sont chimiquement 
actives et peuvent réagir avec les nucléotides de manière semblable aux métabolites 
cellulaires. Certaines molécules libèrent de façon directe ou indirecte (via leur dégradation par 
l’organisme) des ROS. On sait aujourd’hui que de nombreuses substances de ce genre sont 
des polluants que nous ingérons (dans l’eau et dans les aliments) ou que nous inhalons, et 
qu’une exposition importante est à l’origine de cancers. En effet, il est facile de lier 
dommages à l’ADN, et les mutations qui en résultent, à une transformation maligne de la 
cellule. Un exemple bien étudié est la O6-méthylguanine (O6MeG), une modification de base 
purique induite par des agents alkylants retrouvés dans l’environnement, la nourriture et le 
tabac (Roos WP, Kaina B, 2012). Bien qu’elle ne soit pas la plus fréquente des lésions, elle 
entraîne un mésappariement entre G et T qui, après deux tours de réplication, intègre des 
mutations GC vers AT dans le génome. Il existe des drogues dites génotoxiques, largement 
utilisées dans les chimiothérapies anti-cancéreuse, qui sont des agents alkylants ou des 
inducteurs de la formation de ponts inter- et intra-brins. La mitomycine-c (mmc), la cisplatine 
et le diepoxybutane sont des agents pontant bien connus, les ponts inter-brins qu’ils forment 
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sont souvent transformés en cassure double-brin suite à la réplication. Notons également, que 
la production de ROS est un mécanisme de défense utilisé par les cellules du système 
immunitaire, lors de l’inflammation, pour lutter contre les pathogènes. 
Autre source de dommage à laquelle nous sommes tous exposés, les rayonnements UV émis 
par le soleil. Deux types de lésions sont induites par réaction photochimique au niveau de 
pyrimidines adjacentes, les dimères de cyclobutane pyrimidine (CPD) et les photoproduits 
pyrimidine (6-4) pyrimidone (64PPs) qui peuvent secondairement se changer en isomère de 
valence de Dewar (Fig. 3). Les CPD sont facilement désaminés, il est donc fréquent que les 
cytosines soient transformées en uracile suite à l’absorption d’UV. Cette transformation fait 
partie des mutations spécifiques des UV, mais d’autres modification non-spécifiques sont 
induites par la formation de ROS ou par des modifications ultérieures des dimères de 
pyrimidine tels que les mutations en triplet (Ikehata H, Ono T, 2011).  
Enfin, les rayonnements ionisants (RI) induisent divers types de dommages de façon assez 
directe, et ce indépendamment de l’état de compaction de l’ADN. Des lésions des nucléotides 
aux CDB de l’ADN, en passant par les ponts inter-brins et les CSB de l’ADN, toute la 
molécule d’ADN se trouve menacée  (Fig. 3). De plus, la radiolyse des molécules d’eau du 
milieu va libérer des ROS même après l’exposition aux RI. Nous sommes exposés de façon 
continue aux RI issus de l’activité terrestre, ainsi que ceux issus des activités humaines. La 
radiothérapie est un traitement couramment utilisé contre les cancers.  
 
2. Détection et Signalisation  
 
Les cellules doivent faire face aux menaces constantes qui pèsentsur l’ADN et donc 
sur l’intégrité du génome. Pour cela, il faut que les dommages à l’ADN soient détectés puis 
signalés aux voies de réparation. Nous l’avons vu, la structure chromatinienne constitue une 
barrière pour l’accès des protéines. Il est donc probable que la première étape pour la 
réparation des lésions de l’ADN  soit le remodelage chromatinien (German MW, Johnson CN, 
Spring AM, 2010). Les seules lésions qui ne nécessitent pas de créer un accès particulier à la 
chromatine sont celles qui se forment en présence d’ADNsb, donc au cours de la transcription 
ou de la réplication. Ce sont les groupements encombrants sur les bases ou les 
mésappariements non liés à la déamination de la 5-méthylcytosine. Les lésions simple-brin de 
l’ADN, hormis les CSB, ont pour principale conséquence de bloquer la transcription et la 
36 
 
réplication, elles sont donc souvent réparées par les mécanismes associés à ces processus. La 
reconnaissance de ces lésions se fait par des enzymes spécifiques à la lésion, et qui sont 
étroitement associées à une voie de réparation (Fig. 3). En revanche, les CDB de l’ADN, 
notamment celles induites par les RI, peuvent survenir dans des régions inaccessibles de la 
chromatine et doivent être rapidement réparées puisque le risque d’instabilité du génome est 
immédiat. Les CDB de l’ADN entraînent des modifications de la chromatine comme le 
relâchement local de la fibre chromatinienne, le déplacement de nucléosomes et l’éjection 
d’histones de l’octamère. Ce remaniement de la chromatine expose des parties du nucléosome 
habituellement enfouies dans la fibre chromatinienne et leur modification participe à la 
signalisation des CDB (Downs JA et al., 2007). Nous allons donc discuter de trois 
intervenants majeurs pour la détection des CDB et pour la coordination de la réponse 
cellulaire aux dommages à l’ADN (DDR pour DNA Damage Response), le complexe MRN, 
et les protéines ATM et ATR. 
 
a) ATM et le complexe MRN 
 
Le complexe MRN est constitué par les protéines MRE11 (Meiotic Recombination 11 
homolog), RAD50 et NBS1 (NBS1 pour Nijmegen Breakage Syndrome protein 1). Mre11 
possède une activité exo- et endo- nucléasique, et peut se lier à l’ADN comme RAD50 qui a 
pour rôle de maintenir les extrémités, NBS1 permet la translocation du complexe dans le 
noyau (Carney JP et al., 1998). Le complexe MRN est responsable, avec ATM (Ataxia-
telangectasia mutaded), de la détection des CDB de l’ADN (Fig. 4), on parle de protéines 
senseurs de la DDR. Le complexe MRN se lie à l’ADN et recrute ATM via le domaine C-
terminal de NBS1 (Lee JH & Paul TT, 2005 ; Falck J et al., 2005 ; You Z et al., 2005). ATM 
qui se trouvait sous forme d’homodimère inactif, s’active par phosphorylation et acquiert une 
forme monomérique capable de se lier à l’ADN (Bakkenist CJ, Kastan MB, 2003). C’est une 
protéine kinase de la famille des phosphatidylinositol-3-kinase (PIKK) (Abraham RT, 2004 
pour revue) capable de s’auto-phosphoryler, il est possible que son activation se fasse 
lorsqu’elle est recrutée au site de la CDB, ou indirectement par des modifications de la 
chromatine induites par le complexe MRN. Quoi qu’il en soit, la fixation du complexe MRN 
sur l’ADN est nécessaire au recrutement d’ATM à la lésion (Shiloh Y, 2006 pour revue), il 
s’ensuit une cascade d’activation de protéines qui va aboutir à l’arrêt du cycle cellulaire 
(Langerak P & Russel P, 2010 pour revue) et à la réparation de la cassure (Kobayashi J et al., 
37 
 
2008 pour revue). Cette cascade est constituée de plusieurs niveaux, le premier correspond 
aux détecteurs des dommages qui transmettent le signal au second niveau, constitué par des 
médiateurs spécifiques à chaque voie, qui à leur tour activent les effecteurs de ces voies 




Figure 4 : Formation des foci de signalisation de la Cassure Double-brin (CDB) de 
l’ADN par ATM et ses substrats. 
La cassure double-brin de l’ADN induit des modifications locales de la chromatine, 
notamment le remplacement de l’histone H2A par son variant H2AX. Le complexe MRN est 
capable de reconnaître ces modifications et de s’associer aux extrémités d’ADN libres pour 
les protéger. 53BP1 est un autre facteur qui est recruté rapidement au niveau de la cassure et 
qui participe à sa signalisation. Le complexe MRN recrute ATM qui s’autophosphoryle pour 
passer d’une forme dimérique inactive à une forme monomérique active. ATM initie alors une 
cascade d’activation par phosphorylation de ses substrats les plus proches tels que H2AX 
(γH2AX), MRN, MDC1. L’activation de MDC1 permet d’amplifier le signal en l’étendant 
aux nucléosomes voisins, et ce sur plusieurs kb. Cette amplification passe par une répétition 
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de la phosphorylation de MDC1 et H2AX, mais aussi par le recrutement de RNF8 qui 
reconnait la forme phosphorylée de MDC1 et s’associe à UBC13 pour ubiquitinyler H2AX et 
γH2AX. Le signal d’ubiquitination est d’avantage amplifié par UBC13 et RNF168 qui recrute 
le complexe RAP80/Abraxas. La forme phosphorylée de ce dernier étant reconnue par 
BRCA1, un facteur de la réparation. 
 
 
Deux substrats d’ATM se trouvent à proximité de la lésion, NBS1 et le variant X de l’histone 
H2A (H2AX) qui est rapidement phosphorylé (γH2AX). Il s’agit d’un variant d’histone 
spécifiquement associé aux CDB de l’ADN qui participe à l’amplification du signal sur 
plusieurs, voire des milliers de kb (1kb = 1000 pb), puis à sa stabilisation. Un des substrats 
d’ATM, MDC-1 (Mediator of DNA-damage Checkpoint protein 1) est capable de se lier à 
ATM par son domaine FHA et de se lier à γH2AX par son domaine BRCT (BRCA1 Carboxyl 
Terminal). ATM ainsi associé à MDC1 va phosphoryler l’H2AX avoisinant et le cycle 
recommence, jusqu’à la formation d’une véritable plateforme protéique (Fig. 4). D’autres 
protéines activées par ATM et possédant un domaine BRCT vont ensuite se lier sur les 
γH2AX, comme la protéine de liaison au facteur pro apoptotique p53 (53BP1) et le facteur de 
susceptibilité aux cancers du sein BRCA1 (Breast Cancer susceptibility protein 1) (Shiloh Y, 
2006 pour revue). La concentration de ces protéines sur la chromatine entourant la CDB 
forme un « foci » qui est peut être détecté par immunofluorescence dix minutes après 
irradiation et atteint son signal maximum une heure après irradiation (Nakada S et al., 2008 ; 
Lukas C et al., 2005).  A noter que 53BP1 est capable de former des foci, et plus 
particulièrement grâce à ses domaines Tudor, en se liant aux histones H3 méthylés au niveau 
de la lysine 79 (H3K79) et H4 méthylés sur le résidu K20 (H4K20). Ces modifications post-
traductionnelles existent de manière constitutive dans la cellule et ne sont pas induites par la 
formation de CDB, cependant les remaniements chromatiniens induits par les CDB peuvent 
exposer ces modifications et la phosphorylation de H2AX stabiliserait cette relaxation de la 
fibre chromatinienne. La tri-méthylation de H4K20 est enrichie dans l’hétérochromatine 
péricentromèrique et H3K79 est normalement présent dans l’euchromatine, 53BP1 pourra 
donc être recruté en fonction de l’état de condensation de la chromatine (Downs JA et al., 
2007). Le recrutement de BRCA1 (aussi appelée RNF53) dépend d’une série de réactions 
d’ubiquitinylations accomplies par l’enzyme E2 de conjugaison d’ubiquitine (UBE2N) plus 
connue sous le nom UBC13 (Fig. 4). Elle s’associe à la protéine RNF8 (Ring Finger protein 
8) qui reconnaît la protéine MDC1 phosphorylée par ATM et va ubiquitinyler les H2AX 
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phosphorylés ou non. Les H2AX ainsi marqués vont être reconnus par RNF168 qui utilise 
aussi UBC13 pour amplifier le signal d’ubiquitinylation et recruter le complexe RAP80 
(Receptor Associated protein 80)/Abraxas. BRCA1 reconnaît la forme phosphorylée 
d’Abraxas et se trouve ainsi au site de la lésion (Ulrich HD, Walden H, 2010 pour revue).  
ATM est un facteur central de la DDR, il est caractérisé par une action extrêmement rapide et 
large, aussi bien au site (H2AX, NBS1, MDC-1, BRCA1, Chk2, SMC1, 53BP1) de la lésion 
qu’à distance (p53 et ses régulateurs MDM2, MDMX), englobant facteurs de réparation, 
régulation du cycle cellulaire, métabolisme cellulaire et apoptose (Shiloh Y, 2006). Les 
mutations d’ATM dans le syndrome humain d’Ataxie Telangecatasie entraînent un tableau 
clinique sévère de vieillissement prématuré et d’instabilité génomique, liés à une DDR 
défectueuse, associé à une neuro-dégénérescence, une ataxie cérébelleuse et un déficit 
immunitaire T. Mais la réponse aux dommages n’est pas totalement abolie, elle est 
simplement ralentie, ce qui suffit à rendre les cellules plus sensibles aux CDB de l’ADN. Ceci 
implique qu’une ou plusieurs autres protéines compensent  partiellement en mettant en place 




La protéine ATR (pour Ataxia-Telangiectasia- ou Rad3- related) appartient comme 
ATM à la famille des PIKK, elle est le candidat idéal pour compenser une absence d’ATM 
puisqu’elle phosphoryle des substrats communs à celle-ci. ATR est recrutée au niveau des 
fourches de réplication lorsqu’elles sont bloquées, ainsi qu’aux dommages induits par les 
rayonnements UV (Shechter D et al., 2004). Il semble qu’elle reconnaisse les segments 
d’ADNsb recouverts par la protéine de réplication A (RPA pour Replication Factor A) avec 
laquelle elle interagit par l’intermédiaire de la protéine ATRIP (ATR Interacting Protein) 
(Zou L, Elledge SJ, 2003). Ces structures sont des intermédiaires de réparation communs à 
plusieurs mécanismes et sont également présentes dans la réplication (Lopez-Contreras AJ, 
Fernandez-Capetillo O, 2010 pour revue). Le recrutement d’ATR aux CDB de l’ADN est 
dépendant d’ATM, il ferait suite à la formation d’extrémités simple-brin sortantes par 
MRE11. ATR est ensuite activé en interagissant avec TOPBP1 (DNA Topoisomérase II 
Binding Protein) qui est indépendamment recrutée par l’association RPA/ADNsb. Pour cela 
RAD17 est recruté au niveau de la lésion et va permettre l’arrimage du complexe 
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RAD9/RAD1/HU1, ou « anneau 9-1-1 ». C’est cet anneau qui va amener TOPBP1 à 
proximité d’ATR/ATRIP et une fois activé, ATR phosphoryle RAD17, l’anneau 9-1-1 et 
TOPBP1. L’activation de l’autre médiateur du signal ATR, CHK1 (Checkpoint Kinase 1), se 
fait par la phosphorylation préalable de la Claspine. Elle est recrutée à la lésion 
indépendamment de RPA mais c’est RAD17 qui la rapproche d’ATR (Lee J et al., 2003 ; 
Wang X, Zou L et al., 2006). Ainsi, RAD17 est l’amplificateur et le médiateur du signal 
d’ATR, notamment pour la régulation du cycle cellulaire (Fig. 8).  
 
Les substrats d’activation d’ATR sont des médiateurs du cycle cellulaire (RAD17, Claspine), 
de l’apoptose, du redémarrage des fourches de réplication et de la réparation, certains sont 
spécifiques et d’autres sont redondants avec ATM (Cimprich KA, Cortez D, 2008 pour 
revue). Les relations entre les voies de signalisation d’ATM et ATR sont complexes mais 
deux idées séduisantes s’en dégagent. Tout d’abord, le recrutement d’ATM étant restreint aux 
CDB de l’ADN, ATR signale la présence des autres dommages à la cellule et la réponse 
cellulaire est globalement similaire à celle induite par ATM. Ensuite, la réponse induite par 
ATM est de courte durée, ATR peut prendre le relais afin de maintenir l’état d’alerte jusqu’à 
résolution.   
 
3. Réparation  
 
Les cellules procaryotes et eucaryotes ont acquis au cours de l’évolution de nombreux 
mécanismes protéiques capable de réparer la multitude d’anomalies de l’ADN qui mettent en 
péril l’information génétique (Hoeijmakers JHJ, 2001 pour revue). Sans entrer dans le détail 
du mécanisme, nous aborderons cinq voies de réparation qui se complémentent pour faire face 
à la diversité des dommages de l’ADN. 
 
a) Réparation des lésions simple-brin de l’ADN 
 
Trois mécanismes bien définis prennent en charge les lésions simple-brin de l’ADN, chacun a 
une certaine spécificité dans la nature des dommages qu’il répare ou dans la façon d’être 
recruté. Le déroulement simplifié de la réparation est commun aux trois mécanismes, il 
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consiste en l’excision du, ou des, nucléotides endommagés puis à la reconstruction du brin 
(Fig. 5). Les agressions que reçoit l’ADN ne sont pas uniformes, notamment les ROS 
induisent des lésions bien différentes en fonction de l’état de la chromatine, la cellule 
sollicitera donc ces trois mécanismes. 
 
 
Figure 5 : Mécanisme simplifié de la réparation de lésions simple-brin. 
Représentation schématique des étapes survenant suite à l’apparition d’un dommage sur un 
brin de l’ADN. L’hélice d’ADN représentée sous une forme relâchée est altérée par l’action 














(1) BER (Base Excision Repair) 
 
Le mécanisme de réparation par excision de base (BER pour Base Excision Repair) 
prend en charge les différentes modifications de bases qui n’altèrent pas le squelette de 
l’hélice (liaisons avec le sucre et le groupement phosphate) et donc le nucléotide (Fig. 3). Plus 
précisément, il s’agit des uraciles, des bases oxydées (dont 8-oxoG) et leurs dérivés, et dans 
une moindre mesure les hypoxanthines (Germann MW et al., 2010 ; Berquiet BR, Wilson III 
DM, 2012 pour revues). Plusieurs enzymes de type glycosylases sont capables de détecter les 
bases modifiées, puis de cliver la liaison N-glysosidique pour créer un site AP (Cunningham 
RP, 1997). On peut citer des enzymes spécifiques pour l’uracile et ses dérivés comme UNG 
(Uracile-N-Glycosylase) et SMUG1 (Single-strand slective Monofunction Uracil DNA 
Glycolsylase 1), des enzymes reconnaissant la 8-oxo-G comme OGG1 (8-Oxoguanine 
Glycosylase 1 humaine) et TDG (thymidine-DNA glycosylase), et des enzymes reconnaissant 
les bases méthylées comme MPG (N-Méthylpurine DNA glycosylase). Certaines glycosylases 
sont bi-fonctionnelles, et peuvent cliver le squelette de l’hélice en 3’ grâce à leur activité β 
lyase, ou en 3’ et en 5’ si elles possèdent une activité βδ lyase. Les enzymes centrales du BER 
peuvent alors procéder à la cascade enzymatique qui va ouvrir le brin grâce à une 
endonucléase (APE1 chez l’homme), puis le groupement phosphate et le sucre sont éliminés 
créant une CSB de l’ADN (Hedge ML et al., 2008 pour revue). Deux types de réparation 
peuvent suivre (Robertson AB et al., 2009), la première crée un intervalle ADNsb court (1nt). 
Pour cela, l’ADN-polymérase β va ajouter un nouveau nucléotide complémentaire, puis le 
complexe XRCC1/Ligase-III rétablie la liaison en 3’. L’autre voie, crée un intervalle ADNsb 
long (2 à 12 nt) par l’action des ADN-polymérases γ ou ε qui synthétisent un nouveau 
segment, tout en déplaçant l’ancien brin, dans le sens 5’-3’. La lyase FEN1 excise ensuite ce 
qui dépasse de l’ancien brin, et la Ligase-I rétablit la liaison. Certaines lésions peuvent être 
prises en charge par le BER sans l’intervention préalable de glycosylases, il s’agit des sites 








(2) NER (Nucleotide Excision Repair) 
 
Le mécanisme de réparation par excision de nucléotide (NER) prend en charge 
plusieurs types de liaisons qui déforment la structure hélicoïdale de l’ADN comme les adduits 
encombrants liés aux bases (groupements moléculaires et protéines), les ponts intra-brin, et 
les dérivés photochimiques (lésions UV spécifiques) (Fig. 3). Contrairement au BER les 
protéines du NER s’associent en complexes multiprotéiques et ne peuvent réparer l’ADN que 
s’il est détaché du nucléosome (Germann MW et al., 2010 ). En effet, les dommages pris en 
charge par le NER ne peuvent être simplement excisés et nécessitent une machinerie plus 
« lourde ». On distingue deux modes de recrutement du NER, l’un est dépendant de la 
transcription (TC-NER pour Transcription Coupled-NER) et l’autre est global. Pour le TC-
NER, ce sont les protéines du syndrome de Cockayne A et B (CSA ou ERCC8 pour Excision 
Repair Cross-Complementing 8, et CSB ou ERCC6) qui vont se lier à l’ARN-polymérase-II 
(Pol-II) lorsqu’elle est bloquée au niveau d’une lésion (Lagerwerf S et al., 2011 pour revue). 
Pour le NER global, la protéine C du syndrome Xeroderma Pigmentosum (XPC) associée à 
RAD23B reconnaît les distorsions de l’hélice induites par les dommages à l’ADN et recrute le 
complexe de transcription TFIIH dont la sous-unité XPB/XPD est responsable du 
déroulement de l’hélice d’ADN (de Laat WL et al., 1999 ; Sertic S et al., 2012 pour revue). 
XPB (ou ERCC3) et XPD (ou ERCC2) sont en effet des helicases à ADN. Il existe un autre 
complexe qui recrute le NER aux lésions induites par les UV, il s’agit de XPE ou 
DDB1/DDB2. Ce complexe serait impliqué dans le remodelage chromatinien, et plus 
précisément l’ubiquitinylation des histones, facilitant ainsi l’accès du NER global aux lésions 
touchant des régions non transcrites (Fei J et al., 20011 ; Palomera-Sanchez Z, Zurita M, 
2011 ; Sugasawa K, 2009). Ensuite XPA se lie à l’ADN de façon dépendante du complexe 
TFIIH/XPC, et RPA va s’associer à l’ADNsb pour le protéger. Puis les endonucléases XPG et 
XPF (ou ERCC4) en complexe avec ERCC1 sont recrutées pour inciser le brin d’ADN en 3’ 
et en 5’, respectivement, de la lésion. Le segment d’ADNsb (24 à 32 nt) ainsi excisé est re-
synthétisé par les polymérases δ et ε. Enfin, la ligature se fait soit par la ligase-I soit par le 
complexe XRCC1/Ligase-III.  
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Une petite particularité réside dans la réparation des ponts inter-brins, ces dommages 
vont être réparés de façon différente en fonction du cycle. Dans la phase G1, c’est 
principalement le NER global et le TC-NER qui prennent en charge la détection et l’excision 
des nucléotides affectés. Cependant, des protéines du MMR comme MLH1 (MutL homolog 
1) et PMS2 (Postmeiotic Segregation Increased 2) peuvent aussi intervenir. Dans la phase S, 
ces ponts inter-brins vont bloquer la progression de la fourche de réplication et les protéines 
ATR, ATM et CHK1 vont activer un complexe bien spécifique, le complexe de Fanconi. Ce 
complexe protège l’ADN et empêche la fourche de collapser, puis il  recrute les protéines du 
NER pour exciser les nucléotides endommagés. La réparation ayant lieu là où la fourche 
sépare les deux brins, une CDB peut être formée, le complexe de Fanconi fait alors intervenir 
le mécanisme de recombinaison homologue pour reformer la fourche de réplication (Berquist 
B, Wilson III DM, 2012). Nous décrirons les différents composants de la voie Fanconi dans la 
partie III.D.1 de l’introduction.  
 
(3) MMR (Mismatch Repair) 
 
Le mécanisme de réparation des mésappariements (MMR) est, comme les deux autres, 
très conservé depuis les procaryotes jusqu’aux eucaryotes. Tout comme le NER, il a besoin 
d’un accès à l’ADN nu et agira donc de préférence lors de la réplication ou de la transcription. 
Il est plus particulièrement associé à la réplication afin de corriger les erreurs qui peuvent 
survenir malgré un taux de fidélité élevé des DNA-polymérases, ainsi que les délétions et les 
insertions qui résulteraient d’un « dérapage » du complexe de réplication sur des séquences 
répétitives (Germann MW et al., 2010 ; Hoeijmakers JHJ, 2001) (Fig. 3). Des délétions et 
insertions peuvent survenir lors des processus de recombinaison, ainsi que des 
mésappariements entre séquences similaires, mais non-identiques, lors des phénomènes 
d’échanges chromatiniens de chromosomes d’origine parentale distincte. Le MMR prend 
également en charge les mésappariement résultant de la déamination d’une 5-méthylcytosine 
en thymine ou d’autres modifications de bases résultant de l’action d’agents alkyles (O6MeG 
par exemple). Ces modifications peuvent aussi être prises en charge par le BER puisque non-
encombrantes, l’intervention du MMR se limite au brin complémentaire de la base modifiée 
et si aucune enzyme spécifique de ces dommages (transférases, glycosylases) ne retire la base 
modifiée, l’action répétitive du MMR entraîne des CDB au niveau de la fourche de réplication 
(Hsieh P, Yamane K, 2008 ; Roos WP, Kaina B, 2012). La détection des mésappariements 
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(1pb) et des délétions/insertions de courte taille (1-10 pb) est faite par l’hétérodimère 
homologue de MutS, MSH2-MSH6, tandis que pour les délétions/insertions de taille plus 
longue (plus de 10pb), c’est le dimère MSH2-MSH3. Ces dimères vont alors recruter MLH1-
PMS2, qui sont capables de déceler le brin défectueux et de le cliver grâce à l’activité 
endonucléasique de PMS2 dépendante de RFC (Facteur de Réplication C) et PCNA (Kadyrov 
FA et al., 2006). PCNA (Proliferating Cellular Nuclear Antigen) n’est pas une protéine 
spécifique du MMR mais elle est recrutée par RFC au niveau de la lésion où il interagit avec 
MSH2 et MLH1 probablement pour aider à distinguer le brin nouvellement formé de l’ancien. 
Puis PCNA active l’exonucléase Exo1 pour qu’elle puisse dégrader l’ADN dans le sens 3’-5’ 
en plus de son activité intrinsèque 5’-3’. Enfin, la DNA-polymérase δ reconstruit le brin 
excisé et une ligase referme le brin (Kunkel TA, Erie D, 2005 ; Hsieh P, Yamane K, 2008 
pour revue).  
 
b) Réparation des cassures double-brin de l’ADN 
 
Deux mécanismes sont impliqués dans la réparation fidèle des cassures double-brin 
(CDB) de l’ADN, la recombinaison homologue (HR) et la voie de réparation des extrémités 
non homologues (NHEJ) (Fig. 3). Puisque leurs substrats de réparation sont les mêmes, on 
peut penser qu’il existe une compétition entre ces mécanismes pour accéder aux CDB de 
l’ADN. Ils sont néanmoins régulés de façon distincte en fonction du cycle cellulaire et il 
existe une certaine hiérarchie entre voies de réparation des CDB. 
 
(1) HR (Homologous Recombination) 
 
Comme son nom l’indique, la HR se sert de séquences similaires à celles qui ont été 
endommagées comme matrice de réparation. Ce mécanisme est restreint aux phases S et G2 
du cycle cellulaire lorsque la présence de deux chromatides sœurs identiques assure une 
réparation extrêmement fidèle. Aussi certaines protéines clés de la HR sont régulées au niveau 
transcriptionnel ou post-traductionnel en fonction du cycle cellulaire. Deux types de cassures 
de l’ADN sont prises en charge par la HR, les CDB directement induites par des 
rayonnements ionisants (RI) ou des drogues mimant cet effet (radiomimétiques), et les CDB 
survenant secondairement au niveau des fourches de réplication (Jeggo PA et al., 2011 pour 
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revue) (Fig. 3). Après la reconnaissance de la CDB de l’ADN et sa signalisation, le complexe 
MRN s’associe à l’endonucléase Sae2 (Sae2 chez la levure, CtIP chez les mammifères ; 
Lengsfeld BM et al., 2007) pour initier la HR en créant des extrémités simple-brin 3’ sortantes 
qui seront recouvertes par RPA (Fig. 6). MRE 11 pourrait participer en nettoyant l’ADN 
grâce à son activité nucléase (Mimitou EP, Symington LS, 2009 pour revue), tandis que 
NBS1aurait un rôle dans le recrutement de Sae2 (Williams RS et al., 2009 ; Lloyd J et al., 
2009). De plus, NBS1 est phosphorylé par ATM et par les kinases dépendantes des cyclines 
 
 
Figure 6 : Déroulement simplifié de la recombinaison homologue (HR) dans des cellules 
de mammifère. 
1) Le complexe MRN détecte et signale la cassure grâce à l’interaction entre NBS1 et ATM 
puis initie la modification des extrémités avec Sae2 favorisant la réparation par 
recombinaison homologue  
2) Les extrémités simple-brin sortantes sont rapidement recouvertes par RPA pour les 
protéger puis un autre complexe va étendre les extrémités simple-brin  
3) Formation du filament RAD51 autours des extrémités d’ADNsb sortantes à l’aide de 
RAD52 et en déplaçant les molécules RPA  
4) Recrutement de RAD54 et recherche de séquences homologues  
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5) Les filaments de RAD51 favorisent l’invasion et l’échange de brins  
6) Formations de jonction d’Holliday et synthèse d’un néo brin en utilisant le brin 
homologue comme matrice  






(CDK pour Cyclin Dependent Kinase) médiatrices du cycle cellulaire (Falck J et al., 2012). 
Le recrutement de CtIP à la cassure est favorisé par son interaction avec BRAC1 et le tout est 
sous contrôle du cycle cellulaire (Limbo O et al., 2007 ; Yu X & Baer R, 2000). Les 
extrémités simple-brin sont rallongées par l’action de l’exonucléase EXO1 ou d’un complexe 
alliant l’hélicase BLM (Bloom syndrome protein) et la nucléase DNA2 (Symington LS, 
Gautier J, 2011 pour revue) (Fig. 6). L’étape suivante est la formation d’un filament par la 
recombinase RAD51 qui maintient le brin dans une conformation tendue et permet la capture 
du brin homologue (Fig. 6). La réaction de nucléation de RAD51 le long du brin d’ADN est 
catalysée par la protéine BRCA2 (Breast Cancer type 2) codée par un gène de susceptibilité 
aux cancers du sein et de l’ovaire. BRCA2 interagit avec RPA et le déloge du segment 
d’ADNsb pour placer RAD51 qui a une affinité plus faible (San Filippo J et al., 2008 pour 
revue). C’est ensuite RAD54, une protéine de la superfamille Swi2/Snf2, qui est recrutée pour 
rechercher les séquences homologues et les rendre accessibles au filament RAD51/ADN (Fig. 
6). L’invasion du filament entre les deux brins homologues aboutit à la formation d’une 
boucle D et là où les brins se croisent on parle de jonction d’Holliday. RAD54 va ensuite ôter 
RAD51 là où les deux brins homologues sont appariés afin que les polymérases puissent 
s’arrimer et synthétiser un segment d’ADN complémentaire (San Filippo J et al., 2008) (Fig. 
6). Deux modèles sont avancés, soit le déplacement progressif du brin néosynthétisé et son ré-
appariement avec le brin d’origine (Fig. 6), soit la capture de la deuxième extrémité par la 
boucle formant une deuxième jonction d’Holliday. Plusieurs protéines pourraient intervenir 
pour déplacer le néo-brin ou pour résoudre les jonctions d’Holliday dont, les hélicases de la 
famille RecQ BLM, WRN, RECQ5, ou le complexe MUS81-EME1, ou encore la resolvase 




(2) NHEJ (Non-Homologous End Joining) 
 
Les protéines du NHEJ ne sont pas restreintes à une phase du cycle cellulaire, bien que cette 
voie soit préférentiellement utilisée lors de la phase G1. Le dimère KU70/KU80 (Ku) est le 
senseur des CDB associé au NHEJ mais il a un rôle plus large. Il inhibe la modification des 
extrémités en diminuant le recrutement des enzymes à la cassure tout en assurant une 
protection physique. La résection des extrémités fait apparaître des segments d’ADNsb qui 
sont le substrat de la HR, et constitue un point de non-retour, étant donné la faible affinité du 
dimère Ku pour ce type d’ADN (Symington LS, Gautier J, 2011 ; Langerak P & Russell P, 
2012 pour revues). En dehors de la phase G1, les CDK agiraient de façon à contrer 
l’inhibition de Ku et à favoriser la HR, notamment sur le recrutement d’enzymes de 
modification des extrémités (Zhang Y, Shim EY et al., 2009). Il semblerait néanmoins que le 
NHEJ soit le mécanisme de réparation le plus sollicité dans les cellules de mammifères et que 
la HR intervienne lorsque les modifications de l’ADN induites au niveau de la cassure sont 
trop importantes, ou que l’une des protéines du NHEJ fait défaut (Mansour WY et al., 2008 ; 
Frank-Vaillant M, Marcand S, 2002). Nous détaillerons le mécanisme de réparation par le 
NHEJ dans la partie III.A.1 de l’introduction. Rapidement, le dimère Ku recrute la sous-unité 
catalytique du complexe DNA-PK (DNA-PKcs pour DNA-Protein Kinase catalytic subunit). 
La DNA-PKcs appartient à la famille des PIKK comme ATM et ATR et le recrutement se fait 
grâce un motif conservé dans NBS1, ATRIP et Ku80 (Falck J et al., 2005). Ce complexe 
maintient les extrémités et sert de plateforme pour les autres protéines du NHEJ, notamment 
le complexe de ligature DNA-Ligase IV/ XRCC4/Cernunnos (Cernunnos est aussi connu 
comme XLF pour XRCC4-Like Factor) (Fig. 7). DNA-PKcs peut phosphoryler l’ensemble de 
ces facteurs (lui-même inclus), il est le médiateur de la réparation des extrémités non 
homologues, de façon comparable à ATM pour la DDR et ATR pour la HR. Les facteurs du 
NHEJ fonctionnent comme un grand complexe qui s’assemble très rapidement après que le 
dimère Ku se lie à l’ADN (Yano K et al., 2009). Avant la ligature, il faut que l’ADN soit de 
qualité suffisante pour être relié par la DNA-LigaseIV (Fig. 7). Plusieurs enzymes peuvent 
être recrutés pour traiter les altérations de l’ADN au niveau de la cassure comme la nucléase 
Artémis, les polymérases de la famille PolX, la nucléase PALF (Polynucléotide kinase and 
Aprataxin-Like Forkhead-associated protein), la transférase TdT, l’hélicase WRN (protéine 
du syndrome de Werner) et même le complexe MRN (Malu S et al., 2012 ; Hartlerode AJ, 
Scully R, 2009 pour revues). Le NHEJ est classiquement qualifié de réparation non-fidèle 
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puisqu’il n’a pas la possibilité de s’appuyer sur une séquence homologue ou un brin 
complémentaire pour synthétiser un nouveau brin. Ainsi, en fonction de la qualité des 
extrémités, le NHEJ procédera à une ligature des extrémités en apportant le moins de 
modifications possibles. La rapidité avec laquelle il peut opérer pour réparer des CDB de 





Figure 7 : Déroulement simplifié de la réparation d’extrémités non-homologues (NHEJ) 
dans des cellules de mammifères.  
1) Le dimère Ku70/80 reconnaît les CDB de l’ADN et forme un anneau qui protège les     
extrémités de toute modification  
2) DNA-PKcs est recrutée au sein du complexe DNA-PK et maintient les brins ensemble 
tout en servant de plateforme pour les autres enzymes de réparation  
3) Autophosphorylation de DNA-PKcs  
4) Si nécessaire, il y a modification des extrémités afin qu’elles puissent être reliées  
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5) Ligature des extrémités par le complexe DNA-LigIV/XRCC4/Cernunnos  
6) Extrémités reliées  







4. Conséquences pour la cellule 
 
Face aux dommages, la cellule répond par l’activation des voies de réparation mais également 
au-delà du noyau, le but étant de maintenir l’intégrité du génome et sa transmission. En 
fonction de la quantité des dommages, de leur nature, et de la capacité de la cellule à les 
prendre en charge, les conséquences ne seront pas les mêmes. Ainsi, il existe une étroite 
liaison entre mécanismes de réparation, régulation du cycle cellulaire et voies de l’apoptose. 
 
a) Arrêt du cycle cellulaire 
 
La progression du cycle cellulaire dépend du passage de quatre « points de contrôle » (ou 
check-point en anglais), le premier se situe avant l’entrée dans la phase S (G1/S), il s’assure 
que la cellule est prête à entamer la réplication, le second surveille le déroulement de la 
réplication (intra S), le troisième assure l’entrée dans la phase M (G2/M) et donc que le 
matériel génétique a bien été dupliqué. Le dernier point de contrôle permet la sortie de mitose 
quand la ségrégation des chromosomes et la séparation des organites a bien été effectuée. La 
présence de lésions nouvellement formées ou qui n’ont pas été réparées avant le début de la 
réplication (malgré le point de contrôle G1/S), peut bloquer la progression de la fourche de 
réplication, la cellule va alors interrompre le cycle cellulaire pour se laisser le temps de 
réparer ces lésions et que la fourche reprenne sa progression (Langerak P, Russel P, 2011 pour 
revue). Les kinases ATM et ATR jouent un rôle primordial puisqu’elles vont activer des 
médiateurs, les kinases du check-point CHK1 pour ATR et CHK2 pour ATM qui vont agir 
sur les protéines régulatrices du cycle cellulaire (Smith J et al., 2010 pour revue) (Fig. 8). 
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Tandis qu’ATM peut influer sur les trois points de contrôle G1/S, intra-S et G2/M en agissant 
sur plusieurs facteurs, la voie ATR-Chk1 semble être le principal effecteur du point de 
contrôle G2/M (Bartek J, Lukas J, 2003 ; Kastan MB, Bartek J, 2004 pour revues).  
L’étude de différents modèles cellulaires a mis en évidence l’existence de deux types de 
points de contrôle G2/M. L’un, est dépendant d’ATM, dépendant d’ATR/Chk1 et conduit à 
un arrêt net de la cellule face à des CDB survenant en G2. L’autre, est indépendant d’ATM, 
dépendant d’ATR/Chk1 et correspond à une accumulation progressive des cellules en G2 
suite à des dommages survenus dans les phases G1 ou S. 
 
 
Figure 8 : Activation des points de contrôle du cycle cellulaire en présence de dommages 
à l’ADN.  
Suite à la détection de CDB de l’ADN par le complexe MRN et RPA/TOPBP1, ATM et ATR 
(via RAD17, l’anneau 9-1-1 et ATRIP) sont recrutés, s’activent et phosphorylent de 
nombreux substrats régulant le cycle cellulaire par une cascade d’activation aboutissant aux 
effecteurs CDK2 et CDK1. p53 et ses régulateurs MDM2 et MDMX vont bloquer la 
progression du cycle cellulaire entre les phases G1 et S (point de contrôle G1/S). CHK2 
(flèches rouges) est aussi capable d’agir sur les point de contrôle G1/S, et agit en plus sur le 
point de contrôle G2/M. CHK1 ne contrôle que le passage entre les phases G2 et M. D’autres 
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cibles d’ATM peuvent bloquer le déroulement de la phase S par des mécanismes peu connus 







P21 va inhiber le complexe CDK2/cyclineE et donc l’entrée dans la phase S. Parallèlement 
ATM module la stabilisation des niveaux de P53 en activant MDM2 (une ligase ubiquitine-
protéine responsable de sa dégradation), en activant MDMX qui stabilise P53 et en ajoutant 
une phosphorylation protectrice sur la serine 20 (inhibe l’ubiquitinylation de P53 par MDM2) 
via CHK2. CHK2 participe ainsi au point de contrôle G1/S, mais également en inactivant la 
phosphatase CDC25A (Cell Division Cycle 25 homolog A) et son action activatrice sur 
CDK2 (Fig. 8). De façon similaire, CHK2 inhibe la phosphatase CDC25C bloquant 
l’activation de CDK1/cycline B et donc le passage de G2 à M. CHK1 va aussi inactiver les 
phosphatases CDC25 mais son action porte principalement sur les deux types de points de 
contrôles G2/M et le point de contrôle intra-S (Fig. 8). Les conséquences pour la cellule sont 
la stabilisation des fourches et la suppression d’origines de réplication (Bartek J, Lukas J, 
2003 ; Kastan MB, Bartek J, 2004 ; Stracker TH et al., 2009 pour revues). ATM peut 
interrompre la réplication en activant les protéines NBS1, SMC1, FANCD2 et BRCA1, sans 
que le mécanisme soit forcément compris (Fig. 8). L’activation de BRCA1 est remarquable en 
ce sens qu’en fonction du résidu phosphorylé par ATM, le blocage a lieu en intra S (S1387) 
ou en G2/M (1423). L’action de BRCA1 est renforcée par une phosphorylation 
supplémentaire (S988) apportée par CHK2 (Shiloh Y, 2003 ; Derheimer FA, Kastan MB, 
2010 pour revues).  
 
b) Mort cellulaire  
 
Si jamais, la quantité de lésions ou l’absence de mécanisme de réparation fonctionnel 
est tel que la fourche ne peut reprendre sa progression, le cycle cellulaire est définitivement 
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bloqué et la cellule entre en apoptose. De même, une inhibition de la transcription ou de la 
ségrégation des chromosomes entraîne la mort de la cellule (Roos WP, Kaina B, 2012 pour 
revue). C’est sur ce principe, propre aux organismes multicellulaires, selon lequel l’intégrité 
du génome prime sur la survie d’une cellule, que s’appuie la stratégie de nombreuses 
thérapies contre le cancer. En effet les cellules cancéreuses prolifèrent plus et sont donc plus 
susceptibles à la formation des dommages. Mais cet effet n’est pas complétement spécifique 
puisque même dans une cellule quiescente, une accumulation trop importante de dommages 
entraîne la mort de la cellule par apoptose. Ce mécanisme de défense de l’organisme dépend 
du bon fonctionnement des voies de signalisation des dommages et de leur communication 
avec les médiateurs pro-apoptotiques tels que P53. Ce facteur de transcription est d’ailleurs 
souvent inactivé dans les cellules cancéreuses. Nous avons discuté plus haut de comment 
ATM et CHK2 activent P53 en réponse aux CDB de l’ADN. Cette fonction peut être 
substituée par ATR et CHK1. Grâce à son activité transcriptionnelle, P53 va activer 
l’expression de facteurs pro-apoptotiques des voies intrinsèques et extrinsèques de l’apoptose. 
Parallèlement, l’arrêt du cycle cellulaire et l’activation des protéines de la réparation, induit 
par P53, permettent à la cellule de concentrer son action sur la réparation, tout en ayant une 
limite temporelle incarnée par l’environnement apoptotique. Cette situation est un peu à 
l’image d’une bombe à retardement que seule la réparation de tous les dommages peut 
désamorcer. La voie intrinsèque de l’apoptose passe par la sortie du cytochrome c hors de la 
mitochondrie et l’assemblage de l’apoptosome, tandis que la voie extrinsèque passe par des 
récepteurs de mort tels que FAS, CD95 et APO-1. Ces deux voies aboutissent à la dégradation 
de l’ADN par la DNase activée par les caspases (CAD pour Caspase-activated DNase), et 
l’inactivation des protéines cellulaires par protéolyse (Roos WP, Kaina B, 2006 pour revue).   
Les intermédiaires de réparation des lésions simple-brin, ou des dommages persistants, 
peuvent être convertis en CDB de l’ADN au cours de la réplication. Mais les dommages à 
l’ADN peuvent aussi conduire la cellule à l’apoptose par des voies indépendantes de P53. 
C’est le cas de MLH1/PMS2 et la voie dépendant de P73 en réponse à la cisplatine (Gong JG 
et al., 1999 ; Shimodaira H et al., 2003), de la voie de la caspase 2 (Sidi S et al., 2008), de 
l’accumulation de Ceramide qui déclenche l’apoptose dans des cellules déficientes pour P53 
traitées à la mmc (Haynes TA et al., 2012), ou encore de la voie des MAPK (Mitogen 
Acitvated Protein Kinase) JNK (c-Jun N-terminal kinase) via Bax (Tournier C et al., 2000) et 
P38 via l’accumulation de lamine B1  (Barascu A et al., 2012). Les MAPK JNK et P38 
induisent aussi l’expression du ligand de FAS via le facteur de transcription AP-1, et ceci se 
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combine à l’activation du récepteur de mort FAS par P53 pour déclencher la voie extrinsèque 




Chaque individu a un génome unique mais ce qui distingue un génome d’un autre ce sont de 
petites variations de la séquence nucléotidique, on parle de polymorphismes. Un consortium 
international a lancé le projet de séquencer 1000 génomes humains pour répertorier un 
maximum de ces variations dont la fréquence allélique est de 1% ou plus, comme 
classiquement défini pour les polymorphismes, et celles dont la fréquence tend vers 0,1% 
(1000 Genomes Project Consortium, 2010). Les mutations sont des variations de la séquence 
nucléotidique dont la fréquence hétérozygote dans la population humaine est inférieure à 
0,01%, ce qui correspond à son absence dans 1000 génomes humains. C’est la principale 
conséquence d’un défaut de réparation des dommages de l’ADN lorsque la mort cellulaire ou 
l’arrêt du cycle cellulaire est évincé (Kastan MB & Bartek J, 2004 ; Smith J et al., 2010 pour 
revues). En fonction de l’étendue de la séquence nucléotidique atteinte, on parle de mutations 
ponctuelles ou géniques (quelques nt.), et de mutations chromosomiques. Pour les mutations 
ponctuelles on distingue les délétions, les insertions et les substitutions de nucléotides (Fig. 
9). Si la base remplacée est de même nature que la base remplaçante, on a une transition (G, C 
A, T). A l’opposé, les transversions (A, G  C, T) remplacent une purine par une 
pyrimidine et inversement (Fig. 9). Ces mutations auront des conséquences différentes en 
fonction de la région génique touchée. Dans les régions non-transcrites elles peuvent affecter 
l’initiation de la transcription si elles touchent le promoteur, ou bien son niveau d’expression 
dans le cas de séquences régulatrices plus éloignées (en 5’ ou en 3’ du gène). Dans les régions 
transcrites, la mutation peut toucher un intron qui ne sera pas traduit, donc sans conséquence 
pour la protéine, sauf si la mutation modifie un site d’épissage. Les défauts d’épissage 
entraînent soit de grandes délétions, soit des troncations, ou encore une déstabilisation de 
l’ARN messager (ARNm). La fonction protéique est rarement conservée dans ces cas de 
figure. Parmi les mutations localisées dans la région traduite on parle de faux-sens si le codon 
muté code pour un acide aminé (aa) distinct de l’original. Si le codon modifié correspond à 




Au niveau de l’organisme, si la mutation n’entraîne pas de phénotype particulier, on dira 
qu’elle est silencieuse. L’impact sur l’individu dépend de l’importance de la protéine pour la  
fonction biologique concernée et de la compatibilité de son dysfonctionnement avec la vie. 
Parfois, le phénotype est immédiat, notamment pour les maladies congénitales, parfois il est 
progressif comme pour les cancers qui ont une origine héréditaire partielle, un autre 
événement génétique pouvant survenir spontanément ou être acquis suite à une exposition à 
des agents mutagènes. Un exemple de cette relation entre défauts de réparation ou de 
signalisation des lésions de l’ADN et cancers, est le déclenchement de leucémies (Popp HD & 





Figure 9 : Mutations ponctuelles de l’ADN.  
Représentation schématique d’une courte séquence d’ADN et des mutations pouvant 
l’affecter à l’échelle d’un nucléotide. Les substitutions nucléotidiques (A.) sont appelées 
transition ou transversion en fonction de la nature des bases échangées. Les délétions 
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nucléotidiques (B.) et les ajouts de nucléotides (C.) altèrent le cadre de lecture, contrairement 










d) Instabilité chromosomique  
 
Les CDB de l’ADN sont les lésions les plus dangereuses pour la cellule, ce type de cassures 
touche le chromosome dans son ensemble et si elles ne sont pas réparées, des aberrations 
chromosomiques seront observables sur caryotype. C’est d’ailleurs une des caractéristiques 
des cellules déficientes pour la HR et pour le NHEJ (Natarajan AT, Palitti F, 2008). Une 
première conséquence serait la mauvaise ségrégation du chromosome cassé avec perte ou gain 
de matériel génétique pour les cellules filles. Autre conséquence sévère de ces cassures, les 
translocations que l’on peut définir comme un échange de matériel génétique entre deux 
chromosomes homologues ou non (Fig. 11). Cependant les échanges de matériel génétique 
ayant lieu au sein d’un même chromosome sont un peu plus fréquents, probablement à cause 
d’un effet de proximité (Obe G, Durante M, 2010). Lorsque l’inversion se fait entre segments 
du même bras dont on dit qu’elle est para-centrique, et c’est une inversion péri-centrique 
lorsqu’elle se fait entre les deux bras (Fig. 10). Translocations et inversions sont le résultat 
d’une réparation incorrecte des CDB, soit par recombinaison entre deux cassures dans des 
régions non homologues, soit par l’action inappropriée de la HR lorsqu’il n’y a pas de 
chromatide sœur (Natarajan AT, 2002 pour revue). Il en résulte une perte de tout ou partie de 
ce matériel, qui peut ensuite engendrer une transformation maligne de la cellule. Certaines 
régions chromosomiques (de certains chromosomes) sont plus susceptibles aux cassures et 
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aux translocations, ce sont des « points chauds » (Hot spots). Parmi ces points chauds on 
retrouve le proto-oncogène c-myc.  
Ici aussi P53 joue un rôle important, il peut bloquer la HR via RAD51, RAD54, RPA et BLM 
pour éviter un excès de recombinaisons aberrantes (Bertrand P et al., 2004 ; Gatz SA, 
Wiesmuller L, 2006 ; Arias-Lopez C et al., 2006). L’influence de P53 sur la HR serait 
dépendante du cycle cellulaire avec un effet inhibiteur dans la phase G1 et activateur dans les 
phases S et G2 (Rieckmann T et al., 2012). Par ailleurs, des défauts de P53 dans des modèles 
cellulaires ou murins résultent en de nombreuses aberrations chromosomiques et la survenue 
de cancers avec une fréquence et une agressivité élevée (Bertrand P et al., 1997 ; Mekeel KL 




Figure 10 : Remaniements chromosomiques.  
Les exons sont représentés comme des rectangles séparés par des introns (simple trait). Les 
promoteurs sont représentés par une flèche dans le sens 5’-3’. Les séquences régulatrices 
distales 5’ et 3’ sont représentées par des ovales. Le schéma n’est pas à l’échelle, les introns 




Figure 11 : Aberrations chromosomiques  
II. Généralités sur le système hématopoïétique  
 
On peut définir le système hématopoïétique comme l’ensemble des cellules issues de 
la différenciation continue de cellules souches hématopoïétiques (CSH) en « cellules du 
sang » qui ont pour fonctions le maintien de l’intégrité du soi ainsi que le transport de 
l’oxygène pour les globules rouges. Chez les mammifères, la niche hématopoïétique occupe 
différentes localisations au cours du développement embryonnaire pour finalement 
s’implanter dans la moelle osseuse (Cumano A. & Godin I., 2007). Le processus qui conduit 
de la CSH aux différents progéniteurs et précurseurs, puis aux cellules sanguines matures est 
appelé hématopoïèse. On peut diviser l’hématopoïèse en deux grandes lignées, d’abord la 
lignée lymphoïde contenant les lymphocytes B (LB), les lymphocytes T (LT) et les cellules 
tueuses naturelles (NK pour Natural Killer), puis la lignée myéloïde regroupant les 
granulocytes, les macrophages (Mφ), les plaquettes, les érythrocytes, et les cellules 
dendritiques (DC pour Dentritic Cell) qui ont une double origine (Fig. 12). Les cellules 
matures issues de l’hématopoïèse vont sortir de la moelle osseuse pour rejoindre la circulation 
sanguine dans un premier temps, puis éventuellement les organes lymphoïdes secondaires 
(rate, ganglions…) et les tissus périphériques. Il y a une exception à ce schéma, des 
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progéniteurs lymphoïdes vont coloniser le thymus où se déroulera la suite du développement 
des LT. 
Si l’on s’intéresse au système immunitaire (SI), donc à l’ensemble des lignées citées hormis 
les lignées mégacaryocytaires et érythroïdes, on peut diviser ces cellules en deux entités 
fonctionnelles que sont l’immunité innée et l’immunité acquise. L’efficacité de l’immunité 
acquise repose sur la reconnaissance d’épitopes spécifiques à un antigène (Ag), alors que le SI 
inné reconnaît des motifs conservés entre pathogènes. Ces deux entités se complètent et 
interagissent pour mettre en place une réponse immune efficace et durable. Pour les besoins 
de cet exposé, nous nous concentrerons uniquement sur l’immunité acquise, c’est-à-dire les 





Figure 12 : Schéma classique de l’hématopoïèse. 
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 Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) s’autorenouvellent et se différentient (ST-CSH 
pour Short Term CSH) en progéniteurs multipotents (MPP pour MultiPotent Progenitor). Ces 
progéniteurs multipotents se divisent en deux progénitéurs ayant moins de potentiels, les 
progénitéurs lymphoïdes (CLP pour Common Lymphoid Progenitor) et myéloïdes (CMP pour 
Common Myeloid Progenitor) communs à différentes lignées. Ces lignées vont davantage se 
différencier pour donner les cellules du sang. Pro-B –T –NK : progéniteurs les lignées 
lymphocytaires B, T et des cellules NK (Natural Killer). GMP : Granulocytes and Monocytes 








A. Propriétés du système immunitaire adaptatif 
 
L’acquisition de la reconnaissance antigénique des cellules B et T se fait tout au long 
de leur développement par des modifications spécifiques à chaque cellule, et permet de mieux  
réagir face à la diversité antigénique. En d’autres termes, chaque cellule B et chaque cellule T  
est unique, et l’ensemble des cellules compose un répertoire suffisamment diversifié pour 
répondre aux besoins d’un individu au cours de son existence.  
Cette propriété est largement liée au récepteur aux Ag des cellules B (BCR pour B Cell 
Receptor) et T (TCR pour T Cell Receptor). Ces récepteurs appartiennent tous deux à la 
superfamille des immunoglobulines (Williams AF, Barclay AN, 1988) et possèdent une 
organisation structurelle commune (Fig. 13). Le TCR est composé de deux chaînes α/β ou γ/δ, 
et l’immunoglobuline (Ig) du BCR de deux chaines légères (IgL) et deux chaînes lourdes 
(IgH) reliées par des ponts disulfures. Fonctionnellement parlant on divise ces récepteurs en 
une région variable qui va reconnaître spécifiquement l’Ag et une région conservée impliquée 
dans la signalisation (Fig. 13). La partie cytoplasmique du TCR et de l’Ig étant trop courte 
pour transmettre le signal de reconnaissance de l’Ag, ils sont respectivement associés au 
multimère CD3 (Kuhns MS, Davis MM, Garcia KC, 2006) et aux sous-unités Igα et Igβ (Fig. 
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13). Le BCR qui se trouve à la surface des cellules B est donc l’association d’une Ig et des 
sous-unités α et β, mais la particularité du LB est de pouvoir secréter des Ig. Les Ig sécrétées 
ou anticorps (Ac) participent à la réponse immune dite « humorale ».  
Ainsi, les cellules B et T ne reconnaissent pas les Ag de la même manière. Le BCR peut se 
lier directement à l’Ag natif par la reconnaissance d’un épitope, alors que le TCR reconnaît 
des peptides chargés sur une molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 
(Davis MM & Bjorkman PJ, 1988). On dit que le LT est restreint aux molécules du CMH, et 
pour les CMH classiques cette restriction est corrélée à l’expression de l’un ou l’autre des 
corécepteurs des LT matures. Les LT exprimant le CD4 (LT CD4) reconnaîtront uniquement 
des peptides présentées par le CMH de classe II (CMH-II) et les LT CD8 ne reconnaîtront que 
des peptides présentés par le CMH de classe I (CMH-I). A l’inverse du CMH-I qui est 
ubiquitaire, le CMH-II n’est présent que sur certaines cellules dites cellules présentatrices de 
l’Ag, principalement des LB, des DC, et des Mφ.   
 
 
Figure 13 : Récepteurs aux antigènes des cellules B (BCR) et T (TCR).  
Le TCR (T Cell Receptor) et le BCR (B Cell Receptor) se divisent en une partie variable 
reconnaissant l’antigène (Ag) et une partie constante qui les relie à la cellule. Le TCR est 
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complexé avec le CD3 qui transmet le signal en intracellulaire. Le CD3 est composé de trois 
sous-unités dimériques utilisant quatre chaînes distinctes (γ, δ, ε et ζ). Le BCR est constitué 
d’une immunoglobuline en complexe avec deux hétérodimères des sous unités α et β qui se 









L’extrémité de la partie variable des chaînes d’Ig forme trois boucles dont la séquence 
primaire est hypervariable (Fig. 13). Ceci est à corréler au fait que les résidus de ces boucles 
sont en contact avec l’Ag. Aussi les nomme-t-on Régions Déterminant la Complémentarité 
(CDR). Le TCR possède également dans sa partie variable des régions homologues aux CDR 
des Ig.   
Une autre propriété importante du SI adaptatif est la mise en place d’une mémoire 
immunitaire. On peut imaginer que le SI immunitaire fait une « sauvegarde » des clones qui 
ont été efficaces pour lutter contre un pathogène, permettant ainsi de répondre plus 
rapidement à la prochaine agression. Les lymphocytes mémoires concernent une petite partie 
des clones qui ont proliférés suite à une stimulation antigénique, la majeure partie meurt. La 
mise en place de la mémoire immunitaire B dépend de l’interaction entre LB et LT CD4 
auxiliaires (LTH pour LT Helper), et la mémoire immunitaire T dépend de l’interaction entre 
LT et DC.  
La mise en place de la mémoire immunitaire peut aussi être assimilée à une étape 
intermédiaire et nécessaire entre la réponse immunitaire primaire et la réponse immunitaire 
(RI) secondaire. Comme son nom l’indique la RI primaire est la conséquence de la première 
rencontre entre un lymphocyte « naïf » et un Ag qu’il peut reconnaître. Le devenir du 
lymphocyte suite à cette rencontre dépend de la nature de l’Ag mais aussi de l’environnement. 
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Ainsi, en fonction du tissu, les cellules présentatrices de l’Ag et en particulier les DC,  vont 
diriger les LT CD4 vers un profil TH1, TH2, TH17, ou régulateur (Treg) (Zhu J & Paul WE, 
2010 pour revue). Ce profil dictera le type de médiateurs sécrétés, par le LTH et donc le 
recrutement de cellules du SI inné et acquis, ou bien l’arrêt de toute réponse. Ces médiateurs 
sont principalement des cytokines que l’on classe en fonction de leurs propriétés pro- ou anti- 
inflammatoires, mais aussi en fonction de leur efficacité sur un type de pathogène plutôt 
qu’un autre. Les LT CD8 naïfs peuvent également être activés par une DC mais leur 
maturation ne se fait vers un profil cytokinique. Ces LT CD8 activés dits cytotoxiques 
accumulent des granules cytolytiques qu’ils libèrent sur leurs cellules cibles. Les molécules de 
CMH-I sont présentent de façon ubiquitaire à la surface des cellules, le LT CD8 est donc 
particulièrement efficace lors d’une infection virale ou d’une transformation tumorale. Les 
lymphocytes cytotoxiques regroupent en plus des LT matures CD8 et une sous-population de 
LT CD4 qui ont la particularité d’exprimer les ligands FAS et TNF (Tumor Necrosis Factor 
ou facteur de nécrose tumorale) dont les récepteurs sont présents sur la plupart des cellules de 
l’organisme. Pour les LB, la maturation suite à la rencontre avec l’Ag se fait principalement 
vers la sécrétion d’Ig, on les appelle alors des plasmocytes.  
B. Développement commun et spécifique des lymphocytes 
 
Comme nous l’avons vu, LT et LB possèdent un certain nombre de propriétés 
communes tout en ayant leurs singularités. Le même parallèle peut être fait pour le 
déroulement de la différenciation dans la moelle osseuse (MO) pour les LB et dans le thymus 
pour les LT. Tout commence par une CSH qui, au cours de divisions asymétriques 
successives, perd sa pluripotence pour donner un progéniteur lymphoïde commun (CLP pour 
Common Lymphoid Progenitor) capable de se différencier en LT, LB, et cellules NK (Fig. 
14). Ce schéma très simple a été bousculé au cours des années par la mise en évidence d’un 
potentiel myéloïde résiduel dans des progéniteurs de LT et LB (Katsura Y, 2002 ;  Blom B & 
Spits H, 2006 pour revue). L’ensemble des résultats de différentes équipes suggère en fait 
qu’il existe une certaine plasticité de toute l’hématopoïèse avec des relations bidirectionnelles 
entre les différents stades. L’engagement vers la lignée B ou T se fait progressivement et 
parallèlement à la perte du potentiel myéloïde. On peut alors proposer un schéma de la 
lymphopoïèse qui reprend le schéma « classique » (Fig. 14) tout en imaginant que les liens 
entre les différents stades ne sont pas totalement figés (Ceredig R, 2012 ; Welner RS, Pelayo 
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R & Kincade PW, 2008). Le rôle des facteurs de transcription et de l’épigénétique dans 
l’orientation de la différenciation vers une lignée plutôt qu’une autre est largement étudié, 
mais l’environnement extracellulaire joue également un rôle non négligeable.  
En se différentiant, les CSH vont d’abord perdre leur potentiel pour les lignées 
mégakaryocitaire et érythroïde. Puis certaines de ces cellules (LMPP pour Lymphoid-primed 
Multipotent Progenitor, CLP) vont quitter la MO pour coloniser le thymus, et d’autres vont 
rester (Fig. 14). Les progéniteurs thymiques précoces (ETP pour Early Thymic Progenitor) 
vont progressivement perdre leurs potentiels myéloïdes (Granulocytes, Mφ et DC) et B, pour 
s’engager définitivement dans la lignée T au stade double-négatif (DN ; CD4-CD8-) 3. 
Parallèlement, les CLP de la MO vont progressivement perdre leurs potentiels myéloïdes et T 
pour s’engager définitivement dans la lignée B (Welinder E, Åhsberga J & Sigvardsson M, 
2011) au stade pro-B. Cet engagement est marqué par l’expression et l’assemblage des gènes  
 
 
Figure 14 : Schéma classique du développement des lymphocytes B dans la moelle 
osseuse et T dans le thymus. 
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A partir d’une CSH, une cellule va se différencier et perdre son potentiel pour les lignées 
mégakaryocitaires et érythroïdes. Puis certaines de ces cellules (LMPP) vont quitter la moelle 
pour coloniser le thymus (ETP) et d’autres vont rester (CLP). Les progéniteurs thymiques 
vont progressivement perdre leur potentiel myéloïde (Granulocytes, Macrophages et cellules 
dendritiques) et B pour s’engager définitivement dans la lignée T au stade DN3. 
Parallèlement, les progéniteurs lymphoïdes de la moelle vont progressivement perdre leurs 
potentiels myéloïdes et T pour s’engager définitivement dans la lignée B au stade pro-B. Cet 






codant pour le TCR et le BCR. La suite du développement lymphoïde est centrée sur la 
production de récepteurs fonctionnels et leur expression à la surface de la cellule. Certaines 
étapes clés dépendent d’ailleurs de l’interaction de ces récepteurs avec l’environnement.  
Pour le LB comme pour le LT les deux chaînes du TCR ne font pas leur apparition au même 
moment, l’expression de l’IgH et de la chaîne β se font plus précocement dans le 
développement aux stades pré-BI (Melchers F, 2005) et DN3 respectivement. L’IgH produite 
s’associe à une pseudo-chaîne légère constituée des protéines VpréB et λ5, et aux sous-unités 
Igα et Igβ pour former le pré-BCR. Si l’IgH est correctement assemblée, le signal transmis par 
le pré-BCR va induire le passage au stade pré-BII ainsi qu’une forte prolifération (Tussiwand 
R et al., 2009). De la même façon, la chaîne β du TCR va s’associer avec une chaîne α de 
« remplacement » (pTα) pour former le pré-TCR et recevoir le signal de prolifération tout en 
passant au stade DN4 puis au stade double-positif (DP ; CD4+CD8+). Certains LT 
n’expriment pas de chaîne β fonctionnelle mais des chaînes γ et δ correctes, donc un TCRγδ 
capable de transmettre le signal. Ces LTγδ poursuivent également leur développement par une 
phase de prolifération mais divergent en évitant le stade DP. On parle de sélection β et de 
sélection γδ. Si aucune de ces sélections n’a lieu, le lymphocyte reste à un stade quiescent et 
meurt. Après cette épreuve, les LB et LT se trouvent dans un stade de quiescence qualifié de 
post-mitotique et vont arranger les gènes de l’IgL et du TCRα.   
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La sélection qui s’ensuit se fait donc sur un BCR ou un TCR entier et les critères testés ne 
sont plus uniquement structurels. Au stade DP, les LT sont éduqués à la reconnaissance d’Ag 
présentés par une molécule du CMH lors de la sélection positive. Ainsi, des LT dont le 
complexe TCR/CD4 ou TCR/CD8 a une affinité intermédiaire ou forte pour des peptides du 
soi présentés par le CMH-II ou le CMH-I, reçoivent un signal de survie (Klein L et al., 2009) 
et passent au stade simple positif CD4+ ou CD8+. Si l’affinité pour la molécule du CMH est 
trop faible, il n’y a pas de signal et le LT meurt par négligence. En revanche les LT qui ont 
une affinité trop importante pour les peptides du soi présentent un risque d’auto-immunité et 
seront éliminés lors de la sélection négative. Pour le LB il n’y a pas de restriction par une 
molécule du CMH, mais là aussi l’intensité du signal reçu via le BCR influe sur la destinée du 
lymphocyte B immature. Si l’interaction entre IgH et IgL ne se fait pas bien, le signal sera 
trop faible, et si le BCR est auto-réactif le signal sera trop fort. Les LB et LT qui ne reçoivent 
pas la juste intensité de signal peuvent éditer leur récepteur par un réarrangement secondaire 
de l’IgL ou du TCRα. 
Une fois le développement des lymphocytes dans les organes lymphoïdes primaires 
terminé, ces cellules naïves et donc pas tout à fait matures émergent dans la circulation 
sanguine. Ils vont alors rejoindre les organes lymphoïdes secondaires ou les tissus 
périphériques pour terminer leur maturation. C’est là qu’ils vont acquérir leurs fonctions 
effectrices et former les différentes sous-populations lymphocytaires périphériques dont la 
caractérisation est sujet de nombreux travaux. Il est intéressant de noter que les lymphocytes 
récemment émergés du thymus n’ont pas exactement le même phénotype de surface, ni les 
mêmes capacités, que les LT matures naïfs périphériques. Il y aurait donc une phase de 
maturation extra-thymique indépendante de l’Ag qui n’est pas totalement élucidée (Fink PJ & 
Hendricks DW, 2011 pour revue). Cette population de jeunes LT aurait un rôle important 
pour la tolérance et le maintien de la diversité du répertoire T. En effet, tandis que le TCR est 
dans sa forme définitive, les IgM peuvent encore subir des modifications géniques lors de la 
première rencontre avec l’Ag. Nous allons maintenant traiter un peu plus en détail des 
modifications géniques primaires et secondaires qui débouchent sur la grande variété de TCR 















III. Le système immunitaire adaptatif et les remaniements 
du génome 
 
Le système immunitaire adaptatif fait son apparition dans l’évolution avec les 
vertébrés et ce, dès la lamproie qui possède des récepteurs lymphocytaires variables (VLR 
pour Variable Lymphocyte Receptors). Simultanément, apparaissent des machineries 
protéiques capables d’apporter des modifications somatiques aux gènes codant pour les 
récepteurs aux Ag des lymphocytes (Kato L et al., 2012). Il va sans dire que toute 
modification génomique met en péril l’intégrité du génome, mais on peut imaginer que ce 
risque est moindre comparé à l’avantage d’un système immunitaire capable de se diversifier 
au même rythme que les pathogènes auxquels il est confronté. En effet, virus et bactéries 
évoluent bien plus rapidement que les espèces. 
Le premier mécanisme que nous allons traiter, la recombinaison V(D)J, est commun aux 
lymphocytes B et T. Il est fondamental pour leur développement précoce dans la MO et le 
thymus. Les deux autres mécanismes sont la Commutation Isotypique (CSR pour Class 
Switch Recombination) des Ig et l’Hypermutation Somatique (SHM pour Somatic 
Hypermutation). Ces mécanismes sont spécifiques aux LB et ont lieu dans la rate, dans le 




A. Recombinaison V(D)J 
 
La recombinaison V(D)J est le mécanisme par lequel les différents segments géniques 
V (variable), D (diversité) et J (jonction) codant pour la partie variable du TCR ou du BCR 
sont assemblés de façon à obtenir le plus de combinaisons possibles. En effet, la diversité de 
ces récepteurs découle de la variabilité des segments géniques et des strictes règles 
d’assemblage, mais aussi du fait que la jonction entre les segments géniques n’est pas 
entièrement fidèle. Cette jonction est le produit d’une coupure par deux enzymes de 
recombinaison spécifiques des lymphocytes RAG1 et RAG2 (RAG pour Recombination 
Activated Gene), puis d’une réparation par le NHEJ.  
 
1. Grands principes et organisation générale des loci. 
 
Comme discuté précédemment, la recombinaison des gènes codant pour la partie 
variable de l’IgL et du TCRα ne se fait que si le réarrangement des gènes de l’IgH et du TCRβ 
est productif (seul 1 sur 3 serait en phase). Si l’on prend une échelle inférieure, pour l’IgH et 
le TCRβ, il y a d’abord assemblage des segments  D et J, puis de segments V avec ces blocs 
DJ. Aussi, il n’y a pas de réarrangement du locus des Ig dans un LT, et inversement pour le 
locus du TCR et les LB. Ceci implique qu’il existe une régulation de la recombinaison V(D)J 
dans le temps et dans l’espace spécifique à chaque lignée, elle agit de manière stade-
dépendant et locus-spécifique. Les mécanismes de régulation interviennent à plusieurs 
niveaux pour réunir tous les acteurs au bon locus lorsque celui-ci est accessible (Bassing CH, 
Swat W & Alt FW, 2002).  
Le NHEJ étant un mécanisme de réparation ubiquitaire, c’est l’expression des enzymes RAG1 
et RAG2 qui va être finement régulée au cours du développement lymphocytaire. En effet, 
RAG1 et RAG2 ne sont exprimés que dans les lymphocytes en développement, et plus 
particulièrement lors des phases de quiescence. Lors de la phase de prolifération, suite à la 
sélection par le pré-BCR et le pré-TCR, leur transcription est diminuée de manière transitoire. 
La répression est par contre définitive dans les lymphocytes immatures à l’issu des phases de 
sélection positive et négative. La régulation se fait également au niveau du cycle cellulaire 
puisque RAG2 est dégradée en dehors des phases G1 et G0 suite à une modification post 
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traductionnelle (cf. III.A.2.a et Fig. 17B). En ce qui concerne l’accessibilité des loci, il est 
connu que la recombinaison V(D)J est couplée à la transcription des gènes cibles non 
réarrangés dite transcription germinale. La spécificité spatiale de la recombinaison V(D)J est 
donc associée à l’action des promoteurs et des éléments cis-régulateurs qui recrutent des 
facteur impliqués dans le remodelage de la chromatine (Cobb RM et al., 2006). A leur tour, 
l’initiation de la transcription et de la recombinaison sont régulées par des modifications de 
l’ADN (Inlay M, Xu Y, 2003). Il existe une particularité de la recombinaison V(D)J qui 
complexifie sa régulation, c’est le phénomène d’exclusion allélique. C’est ce qui permet à un 










comme l’avait prédit le concept de sélection clonale de Burnet. Il y a donc un blocage de la 
recombinaison et/ou de la transcription d’un des allèles de l’IgH, d’un allèle de l’isotype 
d’IgL voulu et des deux allèles de l’isotype d’IgL non voulu (Mostoslavisky R, Alt FW & 
Rajewski K, 2004). Deux modèles sont proposés, le modèle séquentiel suppose qu’un seule 
allèle est réarrangé à la fois et que l’issue du réarrangement d’un allèle influe celui de l’autre. 
Pour cela il faut que la cellule régule l’initiation et la maintenance de l’exclusion allélique. 
L’autre modèle, dit stochastique, est basé sur l’hypothèse que la probabilité d’un 
réarrangement fonctionnel est faible, il se fait donc simultanément sur les deux allèles. Mais 
ce modèle sans l’ajout d’une composante de régulation ne suffit pas à expliquer ce qui est 
observé dans les lymphocytes matures. Ces modèles ont été étendus aux LT pour expliquer 
que l’expression d’une chaîne β correctement réarrangée soit limitée à un allèle. L’étude de la 
régulation de la recombinaison V vers DJ et sa corrélation avec la sélection β lors du 
Représentation schématique des segments géniques le long du locus, ne respectant pas 
l’échelle. Même lorsqu’il n’est pas représenté, par soucis de clarté, chaque segment V est 
précédé d’un promoteur spécifique. Les segments V qui se trouvent positionnés après les 
segments D et J, sont orientés 3’ --> 5’ (inversé). La nomenclature utilisée est celle d’IMGT®, 
the international ImMunoGeneTics information system® http://www.imgt.org (fondateur et 
directeur : Marie-Paule Lefranc, Montpellier, France). 
71 
 
développement des LT ont permis de mieux comprendre les mécanismes de l’exclusion 
allélique (Krangel MS, 2009 ; Brady BL, Steinel NC & Bassing CH, 2010 ; Farcot E et al., 
2010). Par ailleurs, le TCRα n’est pas soumis à l’exclusion allélique. 
 
a) Organisation générale des loci du TCR et des Ig 
 
La précision avec laquelle opère la recombinaison V(D)J est le fruit d’une régulation 
complexe mais aussi d’une organisation particulière des loci des récepteurs, et en particulier 
de la partie 5’ dont les exons codent pour la partie variable. Ces exons sont découpés en 
segments V, D et J (Fig. 15) pour l’IgH, le TCRβ et le TCRδ tandis que pour les IgL (κ et λ), 
le TCRα et le TCRγ ce ne sont que des segments V et J (Fig. 15). Les noms des différents 
loci, leur position chromosomique et le nombre de segments V, D et J sont donnés dans le 
tableau 1 pour l’Homme et la souris. Les segments V sont localisés le plus en 5’ des loci 
suivis des segments D et/ou des segments J, et plus en 3’ la région codant pour la partie 
constante. Des promoteurs sont situés en amont des segments V et D, ils sont activés par des 
séquences cis-régulatrices dites « enhancers » situées en aval des segments J (Fig. 15). Des 
facteurs tissus-spécifiques vont pouvoir se lier aux enhancers et activer les promoteurs pour 
initier la transcription germinale ou la recombinaison V(D)J (Spicuglia S, Franchini DM & 
Ferrier P, 2006 ). Un aspect à prendre en compte pour ces loci, est leur étendue qui éloigne 
considérablement les segments V et J. Des effets de contraction-décontraction de ces régions  
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Le nombre de segments V, D et J connus sont indiqués avec entre parenthèses le nombre de 
segments fonctionnels. Informations provenant de IMGT®, the international 
ImMunoGeneTics information system® http://www.imgt.org (fondateur et directeur : Marie-













interviennent donc pour favoriser le réarrangement des segments V et (D)J, mais aussi pour la 
répression de la transcription dans l’exclusion allélique. Ce concept selon lequel la 
conformation du locus régule la recombinaison V(D)J a été renforcé par des travaux sur le 
rôle de protéines comme la CTCF (pour CCCTC-Binding Factor) impliquée dans d’autres 
phénomènes d’organisation nucléaire (Chaumeil J & Skok JA, 2012 ; Steitan VC, Krangel 
MS & Merkenschlager M, 2012). 
Chaque segment génique est bordé d’une séquence signal pour la recombinaison (RSS pour 
Recombination Signal Sequence) composée de deux motifs palindromiques extrêmement 
conservés, un heptamère (5’-CACAGTG) et un nonamère (ACAAAAACC-3’), séparés par 
un motif variable de 12 ou 23 nucléotides (Fig. 17A). Cette séquence intercalaire est à la base 
de la règle de « 12/23 » qui n’autorise la recombinaison qu’entre deux segments géniques 
flanqués d’une RSS-12 pour l’un et d’une RSS-23 pour l’autre. L’application de cette règle 
évite la formation de réarrangements non-productifs entre segments de même nature (V avec 
V, J avec J), et dans le cas de l’IgH assure que la recombinaison des segments V se fasse avec 
le bloc D-J et non avec les segments J directement (Bassing CH, Swat W & Alt FW, 2002). 
Les RSS sont toujours localisées en 3’ des segments V, en 5’ des segments J, et de part et 
d’autre des segments D. Par ailleurs, les RSS sont les séquences cibles des protéines RAG1 et 
RAG2, leur accessibilité et la variabilité des nucléotides avoisinants sont donc des éléments 
clés pour la régulation de la recombinaison V(D)J. Un exemple de cette régulation « au-delà » 
de la restriction 12/23, est le réarrangement des gènes du TCRβ (Spicuglia S et al., 2010). Les 
RSS des segments Vβ et Jβ sont compatibles mais leur assemblage est quasi inexistant et il y 
a d’abord recombinaison avec les segments Dβ (plus précocement dans le développement). 
Les RSS des segments Dβ seraient de bien meilleures cibles pour le complexe RAG1/RAG2 
que ceux des Jβ.   
 
b) Particularités du locus TCRα/TCRδ 
 
  Le locus du TCRα (TRA) est particulier dans sa structure puisqu’il s’agit en réalité de 
deux locus. Le locus du TCRδ (TRD), bien que fonctionnellement distinct est physiquement 
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intriqué dans le TRA (Fig. 15). Les deux segments D du TRD (TRDD) et les deux TRDC sont 
situés en amont des segments Jα (TRAJ). Quant aux segments TRDV, seul un petit nombre 
sont réellement exclusivement dédiés au TCRδ et la plupart (quelques 10) sont partagés avec  
 
 
Figure 16 : Réarrangement séquentiel du locus du TRCα. 
Les thymocytes DP (CD4+ CD8+) suivent plusieurs vagues de recombinaison du TCRα et sont 
sélectionnés à l’issu de chacune de ces vagues. L’accès aux vagues successives est 












le TCRα, ils sont d’ailleurs mêlés entre les segments TRAV (Krangel MS, 2009). Une 
centaine de segments V, occupant la plus grande partie du locus, sont suivis d’une RSS-23 et 
sont rangés par ordre croissant. La soixantaine de TRAJ sont rangés par ordre décroissant et 
sont précédés d’une RSS-12. A noter, que les segments V centraux sont dupliqués dans la 
souris et même tripliqués pour la lignée murine C57BL/6.  
L’initiation de la recombinaison se fait à deux étapes du développement lymphocytaire, aux 
stades DN 2 et 3 pour le TRD (simultanément aux TCR β et γ), et principalement au stade DP 
pour le TRA. Des faibles taux de réarrangement du TCRα sont détectés plus précocement aux 
stades DN4 voire DN3. Cette régulation est en partie due à l’action des séquences régulatrices 
3’, les enhancers  Eδ et Eα, sur l’accessibilité chromatinienne des segments géniques. Des 
phénomènes de contraction et décontraction participent aussi à cette régulation (Shih HY, Hao 
B, Krangel MS, 2011). Le réarrangement du TRA entraîne la délétion des segments du TRD, 
il n’a donc lieu que sur les thymocytes qui se sont engagés vers la lignée Tαβ lors de la 
sélection β. Aussi, le TCRα n’est pas soumis à l’exclusion allélique, les deux allèles sont 
réarrangés.  
La recombinaison V(D)J dans ce locus est donc particulièrement complexe et son 
déroulement est atypique. Tandis que le réarrangement du TRD n’est pas strictement ordonné 
comme pour les loci TRB ou IGH, celui du TRA est soumis à des vagues de recombinaison 
(Krangel MS, et al. 2004). De la sorte, les segments Vα et Jα sont utilisés séquentiellement 
des plus proximaux, c’est-à-dire les TRAV les plus 3’ et les TRAJ les plus 5’, aux plus 
distaux, c’est-à-dire les TRAV les plus 5’ et TRAJ les plus 3’. A chaque vague de 
recombinaison les segments distaux sont rapprochés du « centre de recombinaison » par 
l’excision des segments proximaux puis centraux du locus (Fig. 16). Cette restriction 
physique du réarrangement initial aux segments proximaux est liée à une contraction du locus 
qui ramène les TRAV les plus 3’ à proximité des TRAJ, de leurs promoteurs et de Eα. Deux 
promoteurs sont particulièrement important, le promoteur T-early α (TEA) et le promoteur 
Jα49. TEA promeut, de façon Eα-dépendante, la recombinaison d’un petit nombre de 
segments J adjacents (Villey I et al., 1996) en modulant l’acétylation des histones (Mauvieux 
L et al., 2003). De la même façon, Jα49 contrôle un groupe de TRAJ plus en aval. La 
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suppression de la transcription par manipulation génique a révélé que TEA et Jα49 bloquent 
l’activité de promoteurs cryptiques dispersés parmi les TRAJ centraux (Shih HY, Hao B, 
Krangel MS, 2011). Le fait que TEA promeut l’initiation du réarrangement du TCRα tout en 
limitant les segments V et J utilisés (Mauvieux L et al., 2001) donne une dimension 
temporelle à ces vagues de réarrangement. Si la première chaîne α ne peut être sélectionnée 
mais que le LT survit à l’absence de sélection  positive, il a la possibilité d’utiliser les 
fragments centraux. Cette deuxième opportunité étant encore une fois restreinte à certains 
segments, le LT bénéficiera d’un réarrangement supplémentaire en cas de second échec. A 
l’inverse, si le réarrangement satisfait les conditions de sélection positive du thymocyte, alors 
l’extinction des gènes RAG1 et RAG2 met fin à ces vagues de réarrangement et le thymocyte 
poursuit sa maturation. Cette stratégie favorise donc la diversité du répertoire T, et nous 
discuterons davantage sur cette notion à la lueur des résultats obtenus. 
 
2. Description du mécanisme 
 
La compréhension du mécanisme biochimique de la recombinaison V(D)J a permis de 
caractériser le fonctionnement des protéines RAG1 et RAG2 dans l’étape d’initiation, mais a 
aussi révélé les nombreux acteurs du NHEJ qui sont impliqués dans la formation des jonctions 
(Malu S et al., 2012 ; Weterings E, van Gent DC, 2004 pour revue). Notamment, quatre 
protéines du NHEJ appartiennent au groupe de complémentation sélectionné à partir de 
cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO) sensibles aux rayonnements ionisants X : 
XRCC4, 5, 6 et 7 (XRCC pour X-ray Cross-Complementation). Ces quatre protéines ont 
révélé leur participation à la recombinaison V(D)J lors d’un test de recombinaison in vitro 




La recombinaison V(D)J commence avec la formation de CDB au niveau d’une RSS-23 et 
d’une RSS-12 par le complexe RAG1/RAG2 (Schatz DG et al., 1989 ; Oettinger MA et al., 
1990). Les deux gènes qui codent pour ces enzymes se trouvent côte à côte dans un même 
locus mais d’orientation opposée. Ils sont constitués d’un seul exon contenant la partie 
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codante et une grande part des séquences 3’ régulatrices. Les fonctions catalytiques 
essentielles pour la réaction de clivage de l’ADN sont concentrées dans un domaine « cœur » 
central pour RAG1 (acides aminés 384 à 1008 sur les 1040 totaux) et N-terminal pour RAG2 
(acides aminés 1 à 383 sur les 527 totaux). Les parties N-terminale pour RAG1 et C-terminale  
 
 
Figure 17 : Les protéines RAG1 et RAG2 sont les enzymes spécifiques de la 
recombinaison V(D)J. 
A. Représentation schématique des séquences de recombinaison reconnue par RAG1, les 
RSS.  
B. Représentation schématique de la séquence protéique de RAG1 et RAG2. Les 











pour RAG2, contiennent des domaines régulateurs qui vont favoriser et guider la 
recombinaison. Une première étude in vitro a montré que la partie C-terminale de RAG2 
serait dispensable pour l’ensemble de la réaction V(D)J sauf pour le réarrangement V vers DJ 
de l’IgH (Kirch SA et al., 1998), ce qui suggère un rôle spécifique de ce domaine. Depuis, des 
études structurales ont permis de mieux connaitre la nature des domaines « non-cœur ». 
Notamment, RAG1 possède un domaine Zinc Finger (ZnFn) A qui se lie aux histones H3, et 
RAG2 a un homéo-domaine de plante (PHD) qui se lie aux histones modifiés H3K4me3 
(Schatz DG & Ji Y, 2011). Aussi, RAG2 est dépendante du cycle cellulaire, sa dégradation 
pendant les phases S-G2-M est obtenue par la phosphorylation du résidu thréonine 490 (T490) 
de l’extrémité C-terminale, puis son ubiquitination (Fig. 17B). Ces données ont permis de 
mieux lier accessibilité des loci, remaniement chromatinien et ciblage de RAG1/RAG2 aux 
RSS, assurant ainsi la spécificité de la recombinaison V(D)J.  
Pour en revenir à la partie cœur, c’est RAG1 qui se lie à l’heptamère de la RSS, et c’est 
RAG1 qui contient le plus grand nombre de résidus participant à la réaction enzymatique. 
Mais la coupure ne peut se faire sans l’interaction de RAG1 (probablement via son domaine 
ZnFnB) avec RAG2. La formation de la synapse de V(D)J se ferait par la capture d’une RSS 
compatible suite l’appariement du complexe RAG1/RAG2 (RAG) à une première RSS (Fig. 
18). Ensuite la coupure a lieu en deux étapes, la première est l’introduction d’une CSB de 
l’ADN entre le segment génique et l’heptamère de chaque RSS. Le clivage d’un brin d’ADN 
d’une première RSS peut se faire avant capture de la deuxième RSS. Lors de la deuxième 
étape, le groupement 3’ hydroxyle libéré va attaquer l’autre brin et ainsi créer une CDB. Du 
côté des segments géniques les extrémités se referment de façon covalente créant une 
structure en épingle à cheveux, on l’appelle extrémité codante. La formation d’une nouvelle 
liaison phosphodiester à partir du clivage d’une ancienne est appelée réaction de 
transestérification, elle est également utilisée par les integrases et les transposases des 
bactériophages Mu (McBlane JF et al., 1995). Du côté des RSS en revanche, les extrémités 
dites « signal », forment des bouts francs (Schatz DG & Swanson PC, 2011 pour revue). 
Enfin, les protéines RAG vont rester associées à l’ADN formant le complexe post-clivage 
(CPC) (Agrawal A, Schatz DG, 1997) et vont diriger la réparation de la CDB nouvellement 
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créée par le NHEJ (Fig. 18). Il a été montré que l’engagement du NHEJ dépend de RAG (Cui 
X & Meek K, 2007) et que certaines mutations de RAG lèvent l’inhibition sur les autres 
mécanismes de réparation comme la HR et le NHEJ alternatif (Lee GS et al., 2004 ; Corneo B 
et al., 2007).  
 
 
Figure 18 : Mécanisme de la recombinaison V(D)J. 
1. Appariement de l’hétérotétramère Rag1/Rag2 à une séquence cible RSS.  
2. Formation d’une synapse avec une autre RSS compatible et introduction de CSB de l’ADN 
entre le segment génique et l’hépatmère.  
3. Formation d’une CDB avec une extrémité en épingle à cheveux et des extrémités à bouts 
francs. Rag1 et Rag2 restent appariés à l’ADN, c’est le complexe post-clivage (CPC).  
4. Recrutement des facteurs du NHEJ par le CPC, à commencer par Ku70 et Ku80 qui vont 
protéger les extrémités.  
5a. DNA-PKcs s’y associe pour former le complexe DNA-PK. Recrutement d’Artémis sur le 
joint codant qui ouvre les structures en épingle à cheveux.  




6. Ligature des extrémités codantes par le complexe DNA-LigaseIV, XRCC4 et Cernunnos. 
Le joint signal étant à bouts francs, il ne nécessite pas l’intervention d’Artemis et est réparé 
fidèlement par le complexe de ligature.  
 
 
b) Prise en charge des extrémités 
 
Le CPC stabilise les extrémités et les dissimule face aux mécanismes de réparation. Il 
y a donc probablement un rôle actif du complexe RAG direct ou indirect pour favoriser le 
NHEJ. Les travaux de Raval et al. montrant l’existence d’une interaction indépendante de 
l’ADN entre RAG1 et les protéines Ku70/Ku80 (Raval P et al., 2008), sont en faveur d’un 
rôle direct. Il est connu qu’en absence de Ku70 ou de Ku80, la recombinaison V(D)J est 
fortement compromise puisque la réparation des CDB ne se fait pas, et ce en plus d’autres 
atteintes de l’ensemble de l’organisme (cf. II.C.1.). En effet, les protéines Ku70 et Ku80, aussi 
appelées respectivement XRCC6 et XRCC5, sont capables de se lier très rapidement et avec 
une bonne affinité aux extrémités des CDB pour les protéger (Fig. 18). La liaison avec l’ADN 
se fait via les domaines centraux, tandis que la dimérisation passe par les domaines von 
Willebrand (Fig. 19). L’hétérodimère Ku70/Ku80 (Ku) forme un anneau autour des brins 
d’ADN (Fig. 18) et il ne s’en dissociera qu’une fois les extrémités reliées (Ochi T et al., 2010 
pour revue de la structure des facteurs du NHEJ). Une fois attaché autour de l’ADN, 
l’hétérodimère Ku glisse le long des brins en s’écartant des extrémités, puis le troisième 
composant de l’holoenzyme DNA-PK est recruté (Fig. 18). Plus précisément, c’est le domaine 
C-terminal de Ku80 qui se lie à la sous-unité catalytique de DNA-PK (DNA-PKcs) et l’active 
(Lees-Miller SP, Meek K, 2003 pour revue).  
DNA-PKcs ou XRCC7, est une kinase serine/thréonine appartenant à la famille des PI-3 
kinase comme ATM et ATR (Smith GC & Jackson SP, 1999 pour revue). Elle est capable de 
se lier à l’ADN mais son affinité est renforcée en s’associant au dimère Ku. C’est en C-
terminal que se situent le domaine kinase et la région d’interaction avec les protéines Ku. La 
partie N-terminale contient une région riche en leucines pouvant se lier à d’autres protéines, et 
un groupe de résidus auto-phosphorylables (Fig. 19). La structure tertiaire de sa région N-
terminale prend la forme d’une paume de main creusée, avec au centre une protrusion qui 
pourrait lier l’ADN. Cette alcôve servirait de plateforme pour recruter les protéines de 
81 
 
réparations tandis que l’ADN est maintenu par le complexe DNA-PK (Ochi T et al., 2010). 
Deux holoenzymes DNA-PK se placent de chaque côté de la cassure créant une synapse qui 
maintient les extrémités codantes reliées (Fig. 18). Une explication possible de cette 
différence avec les extrémités signal est, qu’elles n’ont pas besoin de remaniement 
supplémentaire et peuvent être directement reliées. DNA-PKcs a également des fonctions de 
régulation du NHEJ puisqu’elle phosphoryle d’autres facteurs comme Ku70, Ku80, XRCC4,  
 
 
Figure 19 : Représentation schématique de la séquence protéique des enzymes du 
complexe Ku. 
Ku70 et Ku80 partagent un domaine central ou « coeur » responsable de la liaison à l’ADN au 
niveau de la cassure pour lequel ils ont une grande affinité. Ils partagent également un 
domaine von Willebrand (vWa) pour les interactions protéiques et donc leur dimérisation. Ils 
se distinguent par leur domaine C-terminal qui est SAP pour Ku70 et le domaine d’interaction 
avec le domaine C-terminal de DNA-PKcs pour Ku80. C’est aussi en C-terminal de DNA-
PKcs que se trouve la région catalytique commune aux kinases PI-3 (PIKK). D’autres motifs 
répétés comme TPR (Tetratricopeptide Repeat) et HEAT (Huntingtin Elongation factor 3 A 
subunit of protein phosphatase 2A and TOR1) structurent les différents domaines 








Artémis et Cernunnos. Cette fonction pourrait néanmoins être supplémentée par ATM. Enfin, 
DNA-PKcs régule ses propres fonctions par auto-phosphorylation (Meek K et al., 2008 pour 
revue).  
 
c) Modification des extrémités 
 
Les extrémités codantes de la CDB étant fermées de manière covalente, la ligature ne 
peut se faire sans apprêter l’ADN au préalable. DNA-PKcs recrute Artémis aux extrémités 
codantes et, active sa fonction endonucléase pour ouvrir les épingles à cheveux (Fig. 18). 
D’autres molécules peuvent s’associer au NHEJ pour modifier les extrémités issues de CDB 
accidentelles mais le contexte V(D)J leur préfère DNA-PKcs et Artémis (Ma Y et al., 2002). 
Artémis est une nucléase appartenant à la famille des β-CASP (Moshous D et al. 2003) qui 
rassemble les protéines spécifiques des acides nucléiques au sein de la superfamille des 
metallo-β-lactamases (Callebaut et al., 2002). Son activité catalytique est concentrée dans le 
domaine β-CASP (Poinsignon C et al., 2004) à proximité du domaine d’homologie β-
lactamase (N-terminal) (Fig. 20). La région C-terminale occupe près de la moitié de la 
protéine, on y trouve les sites de phosphorylation (Poinsignon C, de Chasseval R et al., 2004 ; 
Ma Y et al., 2005) et le domaine d’interaction avec DNA-PKcs (Soubeyrand S et al., 2006 ; 
Niewolik D et al., 2006). Une étude récente a confirmé cette interaction entre la partie C-
terminale d’Artémis et DNA-PKcs, et ajoute l’existence d’une interaction avec DNA-LigIV 
(Malu S et al., 2012). Ni la présence du domaine C-terminal, ni sa phosphorylation par DNA-
PKcs, sont essentiels pour déclencher l’activité endonucléasique d’Artémis, mais 
l’autophosphorylation de DNA-PKcs l’est (Goodarzi AA et al. 2006). Il y a là probablement 
l’effet de changements de conformation d’Artémis induit par DNA-PKcs dans son état auto-
phosphorylé. Après ouverture des épingles à cheveux, Artémis va écourter les extrémités 
sortantes pour faire apparaître une complémentarité des deux brins (Fig. 18). Ceci introduit 
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Figure 20 : Représentation schématique de la séquence protéique d’Artémis et du 
complexe de ligature du NHEJ.  
Les domaines et leurs fonctions sont annotés. β-Lact : domaine d’homologie β-Lactamase. 
DBD : DNA-Binding Domain. OBD : Oligonucleotide/olisaccharide Binding Domain. Ntase : 
domaine Nucleotidyltransferase ; BRCT (BRCA1 C-terminal domain). XIR (XRCC4 











L’ajout de nucléotides permet également d’obtenir des extrémités propices à la ligature et 
contribue à la diversité (Fig. 18). Un enzyme a été impliqué dans ce processus par sa capacité 
à interagir avec le complexe DNA-PK (Mahajan KN et al., 1999 ; Mickelsen S et al., 1999 ; 
Bogue MA et al., 1997), la « terminal deoxynuclotidyl-transferase » (TdT). La TdT est une 
protéine spécifique des lymphocytes et donc de la recombinaison V(D)J, les nucléotides 
qu’elle ajoute (N) sont responsables de la « N-diversité » des récepteurs immuns. Elle n’est 
pas essentielle à la réparation de CDB, et d’autres enzymes interagissant avec le complexe Ku 
peuvent être recrutés à sa place. C’est le cas des polymérases µ et λ qui peuvent compléter les 
espaces simple-brin, demeurant parfois après la synapse, par l’ajout de courtes séquences 
palindromiques (1-2 pb) dites nucléotides P (McElhinny NSA et al., 2005). 
 
d) Ligature des extrémités 
 
La dernière étape de la recombinaison V(D)J est la ligature des extrémités, et elle sera 
d’autant plus efficace que toutes les étapes précédentes se sont bien déroulées. Cette réaction 
finale est accomplie par le complexe multi-protéique DNA-LigIV/XRCC4/Cernunnos (Fig. 
18). La DNA-LigIV et XRCC4 sont essentiels à la survie des organismes puisque leur 
abolition entraîne une létalité embryonnaire. Le gène de la DNA-LigIV a été identifié et cloné 
à partir d’une banque d’ADNc humain grâce à son homologie avec celui de la DNA-LigIII  
(Wei YF et al., 1995). La délétion des deux allèles du gène DNA-LigIV dans une lignée pré-B 
humaine entraîne l’invalidation totale de la recombinaison V(D)J et une sensibilité aux IR, 
sans complémentation possible par les DNA-Lig III et I (Grawunder U et al., 1998). 
L’enzyme DNA-LigIV appartient à la famille des ligases à ADN dépendantes de l’ATP, 
comme les DNA-ligases I et III avec qui elle partage une région homologue en N-terminal 
(Tomkinson AE, Mackey ZB, 1998 pour revue). Cette région contient, le site catalytique au 
sein d’un domaine d’adénylation, un domaine de liaison à l’ADN, et un domaine de liaison 
aux oligonucléotides (Fig. 20). La partie C-terminale de la DNA-ligIV est spécifique et 
contient deux domaines BRCT séparés par une région « linker » où se lie XRCC4 (XIR pour 
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XRCC4-interacting region) (Grawunder U et al., 1998). Les domaines BRCT participent à 
cette interaction (Wu PY et al., 2009) qui est essentielle puisque XRCC4 stabilise et active la 
DNA-LigIV, sans quoi elle est dégradée. Il n’y a pas de structure cristallographiques de 
DNA-ligIV seule mais du complexe DNA-LigIV/XRCC4 (Sibanda BL et al., 2001) avec la 
stœchiométrie 1 : 2 (Fig. 21), bien que la masse du complexe purifié (300 kDalton) 
corresponde mieux à un tétramère.  
La protéine XRCC4 n’a pas d’activité enzymatique connue ni d’autre fonction en 
dehors du NHEJ. En solution, elle forme des tétramères ou des dimères en fonction de la 
concentration en sels. Mais la forme tétramérique n’existe qu’en absence de DNA-LigIV 
puisque que l’interaction se fait au même niveau que pour la DNA-LigIV (Modesti M et al., 
2003). Si cette interaction a une fonction, il faudra d’abord montrer qu’elle existe in vivo. La 
structure cristallographique des premiers 321 acides aminés (aa) (Junop MS et al., 2000) a 
permis d’établir que XRCC4 s’organise en une tête globulaire et une tige hélicoïdale, et que la 
dimérisation se fait à la jonction entre ces deux domaines (Fig. 20 et 21). L’interaction avec 
DNA-LigIV se fait au niveau de la tige hélicoïdale comme le démontrent des cristaux de 
complexes d’XRCC4 avec des peptides ou les domaines BRCT de DNA-LigIV. La séquence 
protéique du domaine C-terminal d’XRCC4 prédit qu’il n’est pas suffisamment ordonné pour 
cristalliser, il s’agirait d’un domaine globulaire hautement flexible. Cependant, il contient une 
séquence putative de localisation au noyau, et des cibles pour la régulation d’XRCC4 par 
d’autres facteurs comme DNA-PKcs (Fig. 20). La phosphorylation de XRCC4 par DNA-PKcs 
diminue son affinité à l’ADN (Leber R et al 1998 ; Yu Y et al., 2003).   
Cernunnos (ou XLF) est le dernier facteur du NHEJ à avoir été identifié par une étude 
de complémentation sur les cellules d’une cohorte de patients (Buck D et al., 2006), et 
indépendamment, par la technique de double-hybride utilisant XRCC4 comme appât 
(Ahnesorg P et al., 2006). C’est une protéine très conservée au cours de l’évolution et son 
orthologue chez la levure, Nej1/Lif2p, est un facteur primordial du NHEJ qui a également été 
identifié par son interaction avec Lif1p, l’orthologue de XRCC4 (Callebaut I et al,. 2006 ; 
Hentges P et al., 2006). La structure cristallographique de Cernunnos (résidus 1 à 245) est 
proche de celle de XRCC4, ce qui était prédit bioinformatiquement par la similitude des 
séquences protéiques (Andres SN et al., 2007 ; Li Y, Chirgadze DY, Bolanos-Garcia et al., 
2008). Ainsi, Cernunnos possède une tête globulaire, une tige hélicoïdale, et forme un 
homodimère (Fig. 20 et 21). XRCC4 et Cernunnos interagissent au niveau de leurs têtes 
globulaires et la présence de DNA-LigIV est importante (Wu PY, Frit P, Malivert L et al., 
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2007 ; Deshpande RA & Wilson TE, 2007). Cependant, il existe quelques différences avec 
XRCC4. La tête possède une hélice α supplémentaire et la tige n’est pas étendue mais repliée 
vers le domaine N-terminal (Fig. 21), ce qui pourrait expliquer que la DNA-LigIV ne se lie 
pas de la même façon. La fonction exacte et le mécanisme par lequel Cernunnos participe à la 





Figure 21 : Structure du complexe XRCC4/Cernunnos. 
Vignette : Les homodimères XRCC4 et Cernunnos interagissent au niveau de leurs têtes 
globulaires. Les tiges forment un angle de 30° entre elles. Figure : En solution et en cristal, ces 
homodimères forment de grands complexes filamenteux où s’alternent dimères de XRCC4 et 
dimères de Cernunnos. Ce filament s’enroule sur lui-même avec un pas régulier à la manière d’une 
hélice. Les dimères maintiennent leur position relative avec l’angle de 30°. Ce mouvement de 
torsion est représenté par une flèche.  
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vitro qui démontrent l’importance de Cernunnos pour activer la réparation par le complexe 
DNA-LigIV/XRCC4. Elle interviendrait de façon dépendante de l’ATP en favorisant 
l’adénylation du complexe, permettant ainsi à la ligase de joindre un brin puis l’autre, et de 
façon indépendante de l’ATP pour stabiliser l’ADN (Riballo E et al., 2009). La présence de 
Cernunnos est notamment requise pour des extrémités non cohésives à bouts 3’ sortants (Tsai 
CJ, Kim SA, Chu G, 2007 ; Gu J, Lu H et al., 2007) et pour l’ajout de nucléotides 
complémentaires sur les portions simple-brin par les polymérases µ et λ (Akopiants et al. 
2009). Aussi, notre équipe a montré par une étude fonctionnelle que les fonctions de XRCC4 
et Cernunnos sont bien distinctes, l’un ne pouvant remplacer l’autre, et que la partie N-
terminale suffit à promouvoir la ligature des extrémités (Malivert L, Callebaut I, Rivera-
Munoz et al. 2009). Une autre équipe a également montré que la partie C-terminale est 
dispensable à la formation du complexe XRRC4/Cernunnos (Lu H, Pannicke U et al., 2007). 
Enfin, quatre équipes ont récemment publié une structure cristallographique du complexe 
XRCC4/Cernunnos qui montre que les deux homodimères interagissent au niveau des têtes 
globulaires en se plaçant l’un à côté de l’autre avec un angle de 30° entre leurs tiges (Fig. 21 
vignette). En solution, ces cristaux forment des filaments (Fig. 21) qui correspondent à une 
répétition de ces complexes XRCC4/Cernunnos (Ropars V et al., 2011 ; Wu Q et al., 2011 ; 
Hammel M et al. 2011 ; Andres SN et al., 2012). Nous reviendrons sur cette structure 
filamentaire dans la discussion.  
 
B. Commutation de classe des Immunoglobulines (Ig-CSR) 
 
L’Ig-CSR est le mécanisme de remaniement somatique de la partie constante de l’IgH 
qui aboutit à la production d’Ac d’isotypes distincts de l’IgM et de l’IgD par la cellule B. Elle 
a lieu dans les LB matures qui, suite à leur rencontre avec l’Ag, vont se multiplier et entrer 
dans les centres germinatifs. La prolifération cellulaire a un impact très important sur 
l’efficacité de l’Ig-CSR. La SHM peut aussi avoir lieu suite à la rencontre avec l’Ag, mais les 
deux mécanismes sont totalement indépendants. Ils ont pour but d’améliorer la réponse 
humorale face aux Ag, l’Ig-CSR en agissant sur la fonction effectrice des Ac, et la SHM sur 







Figure 22 : La commutation Isotypique des Immunoglobulines Ig-CSR.  
Schéma du locus de l’IgH dans un LB mature dans sa forme germinale codant pour une IgM, 
puis après recombinaison codant pour une IgE. L’initiation de l’Ig-CSR se fait par l’insertion 
de CDB de l’ADN dans les régions S (cercles noirs) situées en amont de chaque segment C 
avec lequel Cµ (codant pour IgM) peut recombiner. Ce phénomène est dépendant de la 
transcription. Les transcrits issus des segments C qui ne codent par pour une Ig, car non reliés 













La partie constante de l’IgH est divisée en plusieurs segments géniques codant pour les 
différents isotypes que sont, de 5’ en 3’ chez la souris, Cµ pour l’IgM, Cδ pour l’IgD, Cγ3 
pour IgG3, Cγ1 pour IgG1, Cγ2b pour IgG2b, Cγ2a pour IgG2a, Cε pour IgE et Cα pour IgA 
(Fig. 22). L’Ig-CSR est en fait une recombinaison intra-chromosomique qui va remplacer Cµ 
et Cδ par un autre segment constant (C) en les éliminant dans un cercle d’excision. Pour que 
cet événement ait lieu, il faut qu’il y ait formation de CDB de l’ADN à proximité des 
segments C (Stavnezer J, Guikema JEJ, Schraeder CE, 2008). 
 
a) Génération de cassures double-brin 
 
Les segments C de l’IgH sont précédés d’une région « switch » (S) dont les séquences 
ont une certaine homologie et sont composées de motifs répétés riches en G (Stavnezer J et 
al., 2010 pour revue). Ce sont ces régions que va cibler un enzyme spécifique des LB, 
l’Activation-Induced Cytidine Deaminase (AID), pour y introduire des cassures de l’ADN. 
AID transforme les résidus cytidines en uraciles par déamination, créant ainsi un 
mésappariement. Ce mésappariement est ensuite pris en charge par la glycosylase UNG du 
BER, laissant un site abasique. Intervient alors l’endonucléase apurinique/apyrimidinique 
(APE) qui va dégrader l’ADN et laisser une CSB de l’ADN. La région S constitue un « hot 
spot » de CSB, qui par leur nombre et leur proximité génèrent des CDB à bout francs ou 
cohésifs. Il existe un autre mécanisme de réparation impliqué dans la conversion des CSB en 
CDB pour les régions S les plus distales, c’est le MMR (Eccleston J et al., 2011). 
L’hétérodimère Msh2-Msh6 ou Msh2-Msh3 reconnaît le mésappariement et recrute plusieurs 
facteurs dont l’exonucléase 1 (Exo1) pour dégrader le brin où se trouve l’uracile. Mais pour 
que les CSB ne soient pas réparées et transformées en CDB, il faut que ces deux mécanismes 
de réparation soient déviés de leur cours naturel. Une des hypothèses avancées est que le 
nombre de cassures est trop important pour que le BER puisse toutes les réparer, mais il suffit 






b) Formation de la jonction S-S 
 
Ainsi, une CDB sur la région switch donneuse (Sµ) et une sur la région switch 
receveuse doivent se lier pour rassembler la nouvelle partie constante avec la partie variable 
(Fig. 22). Les séquences S ne possèdent pas d’homologie suffisamment ample pour faire 
intervenir la HR. De plus, l’Ig-CSR a lieu pendant la phase G1 du cycle, c’est donc le NHEJ 
qui va joindre les deux régions S. Le complexe MRN est capable de détecter les CDB et de 
s’y lier pour initier la cascade de réponse aux dommages notamment en recrutant ATM. ATM 
va s’activer et amplifier la signalisation de la cassure en phosphorylant de nombreux facteurs 
comme H2AX, 53BP1 dont l’implication dans la CSR est démontrée (Reina-San-Martin B, et 
al., 2003 ; Ward IM et al., 2003 ; Manis JP et al., 2004). Tout ceci favorise donc la réparation 
par le NHEJ avec la ligature des extrémités par le complexe DNA-LigIV/XRCC4/Cernunnos. 
Il faut donc s’assurer que la jonction se fait bien avec la région S receveuse voulue et l’étude 
de l’Ig-CSR dans des cellules 53bp1-/- pointe pour un rôle unique de 53BP1 dans la formation 
de la synapse S-S (Adams MM, Carpenter PB, 2006). Une autre façon de cibler la synapse est 
de restreindre l’action d’AID et la formation de CSB sur les deux régions S voulues. Comme 
pour la recombinaison V(D)J, l’Ig-CSR dépend de la transcription germinale au niveau des 
régions S (Fig. 22) et pour aller plus loin, AID agit sur de l’ADN simple-brin. Outre le fait de 
rendre l’ADN simple-brin plus accessible, la structure adoptée par l’ADN complexé à de 
l’ARN pourrait favoriser l’action d’AID (Chaudhuri J & Alt FW, 2004). Des études récentes 
nous en apprennent un peu plus sur les liens entre AID, modifications épigénétiques des 
régions S (Jeevan-Raj Bp et al., 2011), et transcrits d’ARN (Basu U et al. 2011).  
 
2. Rôles du NHEJ classique et du NHEJ alternatif dans l’Ig-CSR 
 
L’étude de modèles murins et cellulaires déficients pour différents facteurs du NHEJ a mis en 
évidence que le NHEJ classique (NHEJ-C), c’est-à-dire associé au complexe DNA-
LigIV/XRCC4/Cernunnos, n’est pas essentiel à l’Ig-CSR (revue par Soulas P, Rivera-Munoz 
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P et al., 2007 ; Kotnis A et al., 2009) bien qu’il soit indispensable pour la recombinaison 
V(D)J (tableau 2). Tout d’abord, la déficience en Ku70 et Ku80 dans des modèles murins 
transgéniques pour des gènes de l’Ig pré-réarrangés altère sévèrement l’Ig-CSR malgré la 
formation de CDB aux régions S (Casellas R et al., 1998 ; Manis JP et al., 1998 ; Reina-San-




Tableau 2 : Conséquences des défauts du NHEJ sur l’Ig-CSR dans des modèles murins. 
Pour revue. : Kotnis A et al., 2009 ; Stavnezer J et al., 2010.  
ND pour Non Déterminé, Ns. pour non significatif, KO pour Knock Out, KI pour Knock In, 
IgH+L pour transgènes des chaînes IgH et IgL réarrangés. ↘ diminution, ↗ augmentation. 
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prolifération des cellules. Le rôle de DNA-PKcs dans l’Ig-CSR est controversé puisque 
certaines équipes ont trouvé qu’elle est quasi-normale ou diminuée (Bosma GC et al., 2002 ; 
Cook AJ et al., 2003), et d’autres qu’elle est invalidée pourtous les isotypes sauf IgG1 (Manis 
JP et al., 2002). La démonstration que l’activité kinase de DNA-PKcs est dispensable pour 
l’Ig-CSR pourrait expliquer cette discordance (Rooney S et al., 2005). Bien qu’Artemis ait un 
rôle essentiel pour la recombinaison V(D)J, le modèle murin de KO conditionnel pour les 
cellules exprimant CD21-Cre (transgène permettant l’expression de la recombinase Cre sous 
le contrôle du promoteur de CD21), montre une Ig-CSR peu altérée dans les LB matures 
(Rivera-Munoz P et al., 2009). Néanmoins, il est observé une augmentation de la taille des 
micro-homologies de séquence (quelques pb) aux jonctions entre Sµ et Sγ1, Sγ3 ou Sα. Sont 
appelées micro-homologies les séquences issues de jonctions de CSR qui peuventt s’aligner 
parfaitement avec les séquences germinales donneuses (Sµ) et receveuses, de façon à ce qu’on 
ne puisse connaître avec précision le site de la cassure (Stavnezer J et al., 2010 pour revue). 
Cette différence entre recombinaison V(D)J et Ig-CSR est probablement due à la nature des 
extrémités produites par Rag1/Rag2 qui nécessite l’action d’Artémis et donc indirectement de 
DNA-PKcs. Cependant, certains isotypes sont plus affectés que d’autres en absence de DNA-
PKcs et d’Artemis, et les translocations chromosomiques avec le locus de l’IgH dans les 
cellules B activées sont plus fréquentes (Franco S et al., 2008 ; Rivera-Munoz P et al., 2009). 
Ceci s’expliquerait par un rôle non catalytique dans la formation des synapses S-S. Enfin, la 
déficience en XRCC4 et DNA-LigIV dans des modèles murins de KO conditionnels ou 
transgéniques (Soulas-Sprauel P, Le Guyader G et al., 2007 ; Yan CT et al., 2007), entraîne 
une diminution de moitié de l’Ig-CSR, et comme pour Artemis l’utilisation de micro-
homologies dans les jonctions S-S est plus importante. XRCC4 et DNA-LigIV n’ont pas 
d’autre rôle connu en dehors du NHEJ, et l’ensemble de ces résultats sous-tend l’existence 
d’un mécanisme de réparation alternatif du NHEJ (NHEJ-A) qui utiliserait les micro-
homologies des régions S pour réparer la CDB. La présence de micro-homologies est aussi 
observée lors de la réparation par le NHEJ-C mais elle se limite à 1-3pb, tandis que pour le 
NHEJ-A elles peuvent s’étendre jusqu’à plusieurs dizaines de pb. L’étude des jonctions entre 
Sµ et Sγ1, Sγ3 ou Sα dans les différents modèles murins et les patients déficients pour le 
NHEJ montre que l’augmentation de la taille moyenne des micro-homologies signe 
l’intervention du NHEJ-A. Cette augmentation est plus importante pour les jonctions Sµ-Sα 
que pour les jonctions Sµ-Sγ1, et ceci est aussi observé dans les cellules sauvages, 
probablement parce que le taux d’homologie entre Sµ et Sα est plus important qu’avec Sγ1 
(Pan-Hammarstrom Q et al., 2007). Autre signe caractéristique des jonctions S-S en absence 
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de NHEJ-C, la diminution des mutations aux alentours du point de cassure. Ces éléments 
caractéristiques, associés à un déficit plus ou moins complet d’Ig-CSR, ont également été 
observés en absence de facteurs de la DDR tels qu’ATM, 53BP1, NBS1 et Mre11 (Kotnis A 
et al., 2009 pour revue). Ce NHEJ-A, est indépendant du complexe DNA-PK (Boboila C et 
al., 2010), utiliserait le complexe XRCC1/DNA-LigIII (Audebert M, Salles B, Calsou P, 
2004 ; Wang H, Rosidi B, Perrault et al., 2005 ; Han L, Mao W, Yu K , 2012 ; Saribasak H et 
al., 2011) et la protéine Poly(ADP-ribose)polymérase-1 (PARP-1) (Robert I, Dantzer F, 
Reina-San-Martin B, 2009). Il apparait que le choix entre NHEJ-C et NHEJ-A dépend de la 
stabilité des extrémités de la CDB. Les facteurs comme 53BP1 (Bothmer A et al., 2010) ou le 
complexe MRN (Dinkelman M et al., 2009 ; Xie A, Kwok A, Scully R, 2009 ; Deriano L et 
al., 2009) semblent favoriser l’utilisation du NHEJ-C notamment lorsque les segments C sont 
très éloignés (IgE, IgA). Ceci peut expliquer les différences obtenues dans l’utilisation de 
micro-homologies entre isotypes. Un autre facteur de la DDR, H2AX, participe à l’Ig-CSR 
sans toutefois affecter la séquence des jonctions, signe qu’il ne favorise pas la réparation par 
un mécanisme particulier. Cependant, le nombre de cassures chromosomiques et de 
recombinaisons aberrantes augmente, suggérant un rôle dans la stabilisation et dans le 
rapprochement des régions S (Stavnezer J et al., 2010 pour revue). 
 
C. Conséquences des défauts du NHEJ et développement 
immunitaire précoce chez l’homme et la souris 
 
Les déficits immunitaires combinés sévères (DICS ou SCID pour Severe Combined 
Immunodeficiencies) sont des maladies rares et généralement létales dans la première année 
de vie, si elles ne sont pas traitées par greffe de moelle osseuse ou par thérapie génique. En 
effet, le déficit immunitaire est responsable d’une susceptibilité aux infections opportunistes 
très précoce, avec des atteintes sévères sur les systèmes digestif et respiratoire, conduisant à 
un retard de croissance et de développement de l’enfant. La définition des DICS remonte à 
plus de 50 ans. On les caractérise par l’absence de lymphocytes circulants suite à un arrêt de 
la différenciation des LT, accompagné ou non d’un défaut de différenciation des LB (SCID T-
B+ versus SCID T-B-) et/ou NK (Fischer A, 2000). Ce sont en réalité des maladies génétiques 
à transmission autosomique récessive pour la plupart bien que la forme la plus fréquente 






Tableau 3 : Déficits de la recombinaison V(D)J et du NHEJ chez l’homme et la souris. 
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chromosome X (Buckley RH, 2004 pour revue). La connaissance des défauts moléculaires de 
ces maladies a permis de développer la thérapie génique pour ces patients, le premier essai 
remontant à plus de 20 ans (Fischer A, Hacein-Bey-Abina S & Cavazzana-Calvo M, 2010). 
Le lien entre DCIS et recombinaison V(D)J a d’abord été établi par inactivation d’un des deux 
gènes rag1 et rag2 dans la souris (Mombaerts P et al., 1992 ; Shinkai Y et al., 1992), puis 
confirmé par la découverte de mutations de ces gènes dans les cas de SCID T-B- (Schwarz K 
et al., 1996 ; Villa, A et al., 2001). Les mutations dans les gènes RAG 1 ou 2 ne pouvant 
expliquer l’ensemble des défauts, un sous-groupe de patients ayant un DICS associé à une 
sensibilité aux RI (RS-SCID) a permis d’impliquer le NHEJ dans le développement 
lymphoïde (Soulas-Sprauel P, Rivera-Munoz P et al., 2007 pour revue). Pour aller plus loin 
dans la compréhension des mécanismes liant réparation de l’ADN et développement 
immunitaire, l’utilisation de modèles murins s’est largement développée (Revy P et al., 2005 
pour revue). Les principales caractéristiques des patients et des modèles murins sont résumés 
dans le tableau 3.  
 
1. Déficits du complexe DNA-PK 
 
Il existe une souris mutante naturelle (souris Scid) qui a toutes les caractéristiques 
d’un SCID (Bosma GC, et al., 1983) associées à un défaut global de réparation (Fulop GM & 
Phillips RA, 1990 ;  Biedermann KA et al., 1991 ; Hendrickson EA et al., 1991). Il s’avère 
que cette mutation non-sens touche la partie C-terminale de DNA-PKcs et qu’il en résulte un 
défaut de formation du joint codant (augmentation des nucléotides P) sans atteinte du joint 
signal. La protéine étant toujours détectable dans le mutant naturel, deux modèles murins 
invalidés pour les deux allèles (« Knock-Out », KO) du gène DNA-PKcs ont été générés (Gao 
Y et al, 1998 ; Taccioli GE et al., 1998). Ils présentent un blocage du développement au stade 
DN3 plus strict que le mutant naturel (% plus élevé de DP), ainsi qu’une sensibilité accrue des 
cellules aux RI et aux drogues génotoxiques qui est commune à l’ensemble des modèles KO 
des gènes du NHEJ. Le séquençage des joints-signaux montre que 30 à 50% d’entre eux sont 
fidèles. L’absence d’activité kinase pour la protéine du mutant naturel n’empêche pas à 
quelques LT d’atteindre le stade DP, voire la maturité. Cette « fuite » suggère que DNA-PKcs 
a un rôle non-catalytique dans la V(D)J.  
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Malgré l’existence de mutations spontanées de DNA-PKCs chez la souris, le chien et le 
cheval, seul deux patients a été décrit (van der Burg M et al., 2009 ; données de l’équipe non 
publiées) et portent une mutation faux-sens (L306R) dans le domaine FAT (riche en leucine) 
en C-terminal de la protéine. La protéine mutée conserve son activité kinase impliquant 
qu’elle ne suffit pas à éviter le déclenchement d’un DICS, contrairement à ce qui est observé 
chez la souris. L’étude des jonctions codantes montre une augmentation du nombre de 
nucléotides P comme pour la souris. Jusqu’à présent, aucune des mutations identifiées chez 
les humains, les canidés et les équidés, n’entraîne une absence totale de la protéine ou de son 
activité kinase. Nous ne pouvons donc pas savoir si DNA-PKcs joue un rôle essentiel pour la 
survie dans ces espèces. 
Les modèles murins KO de Ku70 (Gu Y, Seidl KJ, Rathbun GA et al., 1997 ; Ouyang 
H, Nussenzweig A et al., 1997), ou de Ku 80 (Zhu C, Bogue MA et al., 1996 ; Nussenzweig 
A, Chen C et al., 1996), sont viables et présentent un retard de croissance dès le stade 
embryonnaire. En ce qui concerne la recombinaison V(D)J, les deux types de jonctions 
(codantes et signal) sont affectées. Chez les souris KO de Ku80, le développement des 
lymphocytes est bloqué aux stades pro-B et pro-T (DN3), au moment de la recombinaison des 
segments V vers DJ, et les cellules épithéliales du thymus sont désorganisées.  En revanche, 
pour les souris KO de Ku70, le développement des LT n’est pas complètement bloqué, la 
structure du thymus est intacte, et une petite population de LT matures se développe. Ces 
souris développent néanmoins des lymphomes thymiques. Autre différence, l’étude des 
jonctions codantes montre une absence de nucléotides N pour la souris KO Ku80 mais pas 
pour la souris KO Ku70, suggérant un lien entre Ku80 et la TdT (Bogue MA et al., 1997 ; 
Purugganan MM et al., 2001). Ces deux protéines se stabilisent et l’invalidation de l’une 
entraîne une diminution de la présence de l’autre. Ce qui laisse penser que les caractéristiques 
communes relèvent d’un dysfonctionnement du complexe DNA-PK, tandis que les 
différences relèveraient d’un rôle de Ku80 indépendant de Ku70 dans le développement T. Il 






2. Déficits en Artémis 
 
Artémis a été identifiée par notre équipe grâce à l’étude d’un groupe de patients RS-
SCID pour lesquels des mutations des gènes DNA-PKcs, RAG1 et RAG2 avaient été exclues 
(Moshous D et al., 2001). La grande majorité des mutations retrouvées dans le gène Artémis 
se situent dans la moitié N-terminale, très conservée, hébergeant le domaine catalytique. Que 
ce soit une mutation ponctuelle ou une délétion génomique, toutes entrainent une perte de 
fonction de la protéine, voire une absence de transcrit. De plus, l’événement génétique 
fondateur (mutation SCIDA), responsable du DICS dans une population d’amérindiens de 
langue athabascanes (Navajo et Apache), est une mutation non-sens d’Artémis (Li L, 
Moshous D et al., 2002). Contrairement à DNA-PKcs, Artémis ne serait pas essentiel à la vie. 
Elle est cependant essentielle à la formation du joint codant lors du réarrangement V vers DJ, 
et donc au développement des LT et LB (Moshous D, Li L et al., 2000). Quelques mutations 
ont également été identifiées dans la région C-terminale, donnant des phénotypes plus ou 
moins hypomorphes en fonction de la longueur de protéine tronquée (Soulas-Sprauel P, 
Rivera-Munoz P et al., 2007 ; Malu S et al., 2012 pour revues). Deux des six patients arborant 
des mutations hypomorphes ont une prédisposition aux lymphomes B (Moshous D, Callebaut I 
et al., 2003). Ceci, couplé aux résultats de tests in vitro de sensibilité au RI, sous-tend un rôle 
pour la partie C-terminale dans la réparation globale de CDB de l’ADN.  
Les deux souris KO développées reproduisent le phénotype RS-SCID des patients 
mutés pour Artémis. Le séquençage de substrats de recombinaison V(D)J, obtenus dans des 
fibroblastes embryonnaire murins (MEF) Artémis KO, traduit un défaut de formation du joint 
codant (délétions  importantes). Mais contrairement aux MEF DNA-PKcs KO, le joint signal 
est fidèle (Rooney S et al., 2002). La transplantation de CSH d’un donneur sauvage dans les 
souris KO (modèle basé sur la mutation SCIDA) corrige entièrement le réarrangement du 
TCRβ et partiellement celui de l’IgH (Li L, Salido E et al., 2005). Un modèle murin de la 
mutation hypomorphe humaine P70, exprimant une protéine tronquée d’une large partie de la 
région C-terminale, a également été développé (Huang Y, Giblin W et al., 2009). Ces souris 
hypomorphes présentent un défaut de développement lymphocytaire un peu moins sévère 
(présence de thymocytes DP) lié à une ouverture des extrémités codantes peu efficace, une 
sensibilité intermédiaire aux CDB induites, et une instabilité génomique. Ces résultats 
contredisent les expériences in vitro précédentes, mais pourraient être expliqués par la récente 
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mise en évidence d’interactions entre, la région C-terminale d’Artémis, DNA-PCKcs, et la 
DNA-LigIV, favorisant la recombinaison V(D)J (Malu S, de Loannes P, et al., 2012). 
 
3. Déficits du complexe DNA-LigaseIV/XRCC4 
 
A ce jour, aucune mutation du gène XRCC4 n’a été identifiée chez l’homme, et les 
mutations décrites pour la DNA-LigIV sont toutes hypomorphes. Le premier patient muté 
pour la DNA-LigIV ne présentait pas de déficit immunitaire, le diagnostic ne fut établi qu’à 
l’âge de 14 ans lorsqu’il succomba au traitement d’une leucémie par radiothérapie (Riballo E 
et al, 2001). Puis, la description de patients avec un phénotype de déficit immunitaire a permis 
d’établir le tableau clinique du syndrome LigaseIV (LIG4). Il est caractérisé par un déficit 
immunitaire plus ou moins sévère mais étendu à d’autres lignées que les lymphocytes, des 
malformations faciales et une microcéphalie, un retard de croissance et d’éventuelles autres 
anomalies développementales (O’ Driscoll et al., 2001). Depuis, de nombreux patients ont été 
décrits constituant un panel très varié de mutations (Chistiakov DA et al., 2009 pour revue). 
Le défaut de réparation des cassures est sévère, tant sur le plan quantitatif que qualitatif. Une 
prédisposition aux lymphomes est observée dans quelques cas, elle serait due à une tentative 
de réparation par des mécanismes infidèles.  
L’inactivation complète de la DNA-LigIV (Barnes DE et al., 1998 ; Frank KM et al., 
1998) ou de XRCC4 (Gao Y, Sun Y et al., 1998) par délétion génique chez la souris entraîne 
une létalité embryonnaire à partir du stade E16.5. Les embryons présentent des signes 
d’œdème dès E14 et sont 25 à 30% plus petits que le reste de la fratrie. L’organogénèse est 
correcte à ce stade sauf au niveau du système nerveux central (SNC) et de la glande 
sensorielle, où la sénescence des neurones est accrue et avancée. La capacité à effectuer de la 
recombinaison V(D)J, in vivo et in vitro, est fortement compromise par un défaut de jonction 
des extrémités, et des délétions très importantes (ne conservant pas toujours les RSS) sont 
détectées dans les quelques joints (codants et signaux) qui parviennent à se former. Le 
développement lymphocytaire est bloqué aux stades DN2 pour les T et pro-B pour les B. En 
ce qui concerne la sensibilité aux RI, elle est comparable aux modèles déficients pour le 
complexe DNA-PK et entraîne un arrêt de prolifération des cellules.  
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Afin de contourner la létalité embryonnaire et mieux étudier le rôle du complexe DNA-
LigIV/XRCC4 dans le développement lymphocytaire, plusieurs modèles murins ont été 
développés. Récemment, un modèle de mutation hypomorphe de la DNA-LigIV a été obtenu 
par traitement à l’éthylnitrosourea (ENU). Ce modèle mime très bien le syndrome LIG4 des 
patients avec un déficit immunitaire sévère et une incidence de tumeurs thymiques élevée 
(Nijnik A et al., 2009). Plus anciennement, il a été montré que le croisement des deux 
modèles KO avec des souris KO pour p53 (p53-/-) corrige le phénotype apoptotique des 
neurones, la capacité de prolifération des cellules, et donc la létalité embryonnaire (Frank KM 
et al., 2000 ; Gao Y, Ferguson DO et al., 2000). Cependant, ces souris présentent toujours un 
retard de croissance et un déficit immunitaire sévère avec, un blocage au stade pro-B dans la 
moelle, et une diminution du pourcentage de cellules DN3 alors qu’une petite population DP 
se développe dans le thymus. Aussi, elles meurent précocement de lymphomes B fulgurants, 
et le croisement avec des souris p53+/- rétablit partiellement le phénotype.  
L’inactivation d’une ou deux copies de p53 prédispose au développement de cancers, ce qui 
explique la durée de vie encore plus courte des souris double KO pour un facteur du NHEJ et 
p53. En effet, des souris KO pour Ku80 ou DNA-PKcs croisées sur un fond p53-/- décèdent 
entre 6 et 16 semaines de vie de lymphome pro-B. Dans tous ces modèles (Ku80, DNA-PKcs, 
XRCC4, DNA-LigIV) l’accumulation de CDB non réparées favorise les translocations inter-
chromosomiques, notamment entre le locus IGH et le proto-oncogène c-myc (Zhu C, Mills 
KD et al., 2002). Une autre preuve que ces translocations sont le fruit de l’accumulation de 
CDB non réparées par le NHEJ lors de la recombinaison V(D)J, est qu’elles sont également 
observées dans les LB matures des souris KO conditionnel pour XRCC4 et DNA-LigIV 
(Soulas-Sprauel P, Le Guyader G et al., 2007 ; Yan CT et al., 2007). Un autre modèle de KO 
conditionnel, inactivant XRCC4 dans les progéniteurs neuronaux exprimant la nestine 
entraîne la formation de médulloblastomes lorsque p53 est inactivé (Yan CT et al., 2006). Les 
translocations retrouvées dans ces tumeurs sont semblables à celles connues dans les 






4. Déficits en Cernunnos 
 
Les patients de la cohorte, qui ont permis l’identification de Cernunnos, présentent un 
tableau clinique similaire à celui des patients à mutations hypomorphes pour la DNA-LigIV. 
C’est-à-dire, un RS-SCID avec microcéphalie et retard de croissance. Le déficit immunitaire 
est moins sévère que chez des patients mutés pour Artémis, notamment les valeurs des 
numérations sanguines sont moins basses pour les lymphocytes avec quelques LB et LT 
circulants détectables. Les cellules de phénotype mémoire sont tout de même plus nombreuses 
que les naïves. D’autres malformations peuvent être associées ainsi que de l’auto-immunité, et 
un patient a des niveaux sériques d’Ig typiques d’un syndrome hyper-IgM (Revy P et al., 
2005 ; Buck D. et al., 2006). Les mutations décrites comportent des faux-sens, des non-sens et 
une délétion d’un nucléotide entraînant un défaut d’épissage. Dans des fibroblastes dérivés de 
patients déficients pour Cernunnos, les jonctions récupérées à partir de tests de recombinaison 
V(D)J in vitro sont en quantité inférieure ou égale par rapport aux contrôles, et la réparation 
des joints signaux n’est pas fidèle. Le séquençage des jonctions montre une augmentation des 
délétions mais elles restent moins importantes que pour d’autres défauts du NHEJ. Comme 
pour les autres facteurs du NHEJ, les cellules déficientes pour Cernunnos ont un défaut de 
réparation des CDB les rendant sensibles au RI et aux drogues génotoxiques (Ahnesorg P et 
al., 2006 ; Buck D et al., 2006 ; Dai Y et al., 2003).  
Des cellules souches embryonnaires (ES) murines, puis un modèle murin KO pour 
Cernunnos, ont rapidement été développés par délétion génique ciblée des exons 4 et 5. 
Comme chez l’homme, l’absence de Cernunnos dans les cellules ES entraîne un défaut de 
réparation des CDB de l’ADN et de formation des jonctions V(D)J (Zha S et al., 2007 ). De 
plus, ces cellules présentent une instabilité génomique spontanée identifiable par une 
augmentation du nombre de métastases anormales et d’aberrations chromosomiques. Leurs 
niveaux restent toutefois inférieurs à ceux observés en absence de XRCC4.  Les souris issues 
de ces cellules ES sont viables, de taille normale et naissent dans des proportions 
Mendéliennes (Li G, Alt FW et al., 2008). Contrairement aux protéines Ku, XRCC4 et DNA-
LigIV, et aux patients déficients pour Cernunnos, l’inactivation complète de Cernunnos 
n’entraîne pas de mortalité des neurones ni de microcéphalie. Ces souris vivent au-delà de 18 
mois sans développer de thymomes ou d’autre type de cancer. Lorsqu’elles sont croisées sur 
fond p53-/-, les souris Cernunnos KO ne meurent pas plus rapidement que les hétérozygotes 
ou les sauvages. La cause principale de décès des souris double-KO n’est pas les lymphomes 
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B mais les thymomes. Néanmoins, l’absence de translocations clonales indique que leur 
origine est liée à la suppression de p53, et non à un défaut de réparation de CDB induite par 
RAG1/RAG2. En plus des cellules ES, deux lignées cellulaires sont établies et comparées à 
celles de souris sauvages et XRCC4 KO, des MEF et des cellules pro-B transgéniques pour 
Eµ-Bcl2 transformées par le virus de la leucémie murine Abelson (A-MuLV). La sensibilité 
aux RI, est franchement augmentée dans les cellules Cernunnos KO. Elle demeure tout de 
même inférieure à celles des ES et A-MuLV issues de souris XRCC4 KO.  
Le phénotype immunitaire de ces souris est troublant puisqu’il n’y a pas de blocage de la 
différenciation lymphocytaire dans la MO et le thymus, et les populations matures de LB et 
LT se retrouvent en périphérie dans des proportions comparables aux contrôles des mêmes 
portées. Seule une diminution de 40 à 50% du nombre de thymocytes et de splénocytes laisse 
paraître un déficit. Le séquençage des jonctions du locus TRB et du locus IGH confirme que 
l’activité de recombinaison V(D)J est normale dans les précurseurs lymphocytaires de ce 
modèle murin. Ceci est d’autant plus inattendu que les tests in vitro montrent un défaut 
substantiel de formation des joints codants et signaux dans les cellules ES et les MEF. Pour 
les cellules A-MuLV, les tests in vitro utilisant des substrats de recombinaison V(D)J 
transitoire et chromosomiques vont dans le sens des résultats in vivo. De plus, l’Ig-CSR est 
réduite sur le plan quantitatif, et un certain nombre de jonctions est sujet à une utilisation 
accrue de micro-homologies. Ce qui permet aux auteurs Li et al. de conclure que, les 
progéniteurs lymphocytaires compensent le défaut de réparation lié à l’absence de Cernunnos 
par un facteur, ou un mécanisme, spécifique. Nous reviendrons sur ce modèle murin dans la 
présentation des résultats et dans la discussion de notre modèle murin Cernunnos KO.  
 
D. Pathologies associant déficits hématopoïétiques et 
instabilité génomique 
 
Les CSH et l’ensemble des progéniteurs hématopoïétiques sont particulièrement 
affectés par les dommages à l’ADN et sollicitent donc les mécanismes de réparation. La 
raison de cette sensibilité provient sûrement de leur forte prolifération ou bien de la présence 
d’agents toxiques pour l’ADN dans leur environnement. Nous allons décrire trois pathologies 
qui font le lien entre instabilité génomique et atteinte des cellules hématopoïétiques. Le 








1. Anémie de Fanconi 
 
L’anémie de Fanconi (AF), décrite par Guido Fanconi en 1927, est une maladie génétique de 
prévalence rare (1/360 000 naissances) mais elle est la cause la plus fréquente d’aplasie 
médullaire constitutionnelle chez les enfants de 5 à 15 ans (Soulier J, 2011 pour revue). Sa 
fréquence est élevée dans les populations à forte consanguinité, et pour lesquelles une 
mutation fondatrice est connue. C’est le cass des juifs ashkénazes (Whitney MA et al., 1993), 
largement étudiés d’un point de vue génétique, et les Afrikaner, population blanche d’Afrique 
du Sud (Tpping AJ et al., 2001). L’aplasie médullaire est le symptôme clinique qui amène le 
plus souvent au diagnostic d’AF dans une famille qui n’a pas de risques spécifiques. D’autres 
anomalies peuvent être associées dès la naissance sans qu’elles soient très marquées 
(Shinamura A, Alter BP, 2010 pour revue). Les plus fréquemment observées incluent une 
microsomie (petite taille avec des proportions harmonieuses), des anomalies de pigmentation 
de la peau (taches de couleur café au lait), des malformations de la colonne du pouce, une 
microcéphalie, des malformations des yeux comme la microphtalmie, des malformations 
rénales, urogénitales et du conduit auditif. Plus rarement, il peut y avoir des malformations 
cardio-pulmonaires et un défaut de développement de certains organes du SNC. Lorsque ces 
anomalies extra-hématologiques sont absentes, il est difficile de distinguer aplasie médullaire 
acquise et héréditaire, des signes biologiques peuvent aider au diagnostic. Une élévation 
sérique de l’hémoglobine fœtale et de l’alpha-foetoprotéine (αFP), ainsi qu’une macrocytose 
des érythrocytes sont des signes souvent retrouvés. Les patients atteints d’AF peuvent vivre 
jusqu’à 50 ans mais ont une forte prédisposition aux cancers, les plus communs étant la 
leucémie myéloïde aiguë (LMA) et les syndromes myélodysplasiques (SMD) dans l’enfance 
et l’adolescence. Plus tard dans la vie adulte, ils peuvent développer des carcinomes 
squameux des cavités buccale et vaginale, et des carcinomes hépatocellulaires. La diversité 
des organes atteints et la forte incidence de cancers sont la preuve que les cellules de ces 
patients sont sujettes à une instabilité chromosomique. Des aberrations chromosomiques sont 
d’ailleurs observables sur les cellules en culture (Schroeder TM, 1964). On peut évaluer la 
sévérité du SMD par la recherche de clones à risques, présentant par exemple une monosomie 
des chromosomes 5 et 7, des translocations RUNX1/21q et d’autres qui sont également 
retrouvées dans des patients non atteint d’AF, mais aussi des translocations du chromosome 
1q ou une amplification chromosomique 3q qui sont plus spécifique de l’AF.  
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Les gènes connus pour être responsables de l’AF sont nombreux et regroupés sous le nom 
FANC suivi d’une lettre pour chaque groupe de complémentation. Tous les allèles mutants 
ont une transmission autosomique récessive, sauf pour le gène FANCB (très rare) qui est 
porté par le chromosome X. On compte à ce jour, 15 gènes FANC dont FANCD1 qui est en 
réalité BRCA2, un gène de prédisposition aux cancers du sein et de l’ovaire. Ces gènes codent 
pour des protéines que l’on sépare en un complexe FANC « cœur » (FANC A, B, C, E, F, G, 
L, et M) qui va mono-ubiquitinyler FANCD2 et FANCI suite à la détection de dommages de 
l’ADN. C’est l’étape clé de la voie FANC. L’autre complexe (FANCD1/BRCA2, 
FANCN/PALB2, FANCJ/BRIP1, FANCP/SLX4, FANCO/RAD51C), agit en aval de 
l’ubiquitinylation et interagit avec l’hétérodimère FANCD2/FANCI. Ce dernier complexe est 
également associé à un gène de prédisposition au cancer du sein, BRCA1. Ainsi, les protéines 
FANC sont étroitement liées aux mécanismes de réparation de l’ADN (de Winter JP, Joenje 
H, 2009). Ce lien a été renforcé par l’identification du gène FANCJ qui code pour l’hélicase à 
ADN BRIP1, par interaction avec BRCA1 (Levitus M et al., 2005 ; Levran O et al., 2005). 
Les cellules mutées pour un des gènes FANC sont très sensibles aux agents pontant de l’ADN 
comme la mitomycine-c (mmc). La formation de ponts inter-brins peut aussi avoir lieu 
spontanément lors de la réplication et font intervenir de nombreux mécanismes comme le 
NER, la HR et la synthèse translesionnelle (TLS). Les lésions qui apparaissent au cours de la 
réplication bloquent sa progression et peuvent provoquer un arrêt du cycle cellulaire. 
L’activation de la voie FANC se fait par les protéines de la réponse aux dommages à l’ADN 
(DDR) tels qu’ATR, CHK1 et ATM. La phosphorylation de FANCD2 par ATM influe sur sa 
fonction dans le check-point de la phase S mais pas pour sa mono-ubiquitinylation. En 
revanche la présence d’ATR est requise pour la phsophorylation de FANCI et ultérieurement 
pour la mono-ubiquitinylation de FANCD2. Les gènes FANC semblent donc être des 
coordinateurs de la réparation (Moldovan GL, D’Andrea AD, 2009) avec un rôle majeur lors 
de la réplication et moindre dans la réparation des lésions liées aux RI et aux UV. 
Les traitements habituels pour corriger les cytopénies (androgènes, cytokines) peuvent être 
efficaces mais certains patients ne répondent pas et d’autres répondent initialement puis 
deviennent réfractaires. Le seul traitement curatif est la greffe de moelle osseuse à partir d’un 
donneur allogénique, de préférnce HLA-compatible, de la famille ou non. Mais il faut prendre 
en compte la sensibilité extrême des patients aux agents conditionnant qui induisent des 
lésions de l’ADN tels que la cyclophosphamide, le busulfan et les RI. Autre élément à prendre 
en compte est le risque de réaction immunologique et inflammatoire des cellules du donneur 
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contre les cellules du patient. Cette maladie du greffon contre l’hôte (GVH) a des effets 
délétères sur de nombreux organes, d’où la nécessité d’utiliser des agents 
immunosuppresseurs avec une toxicité minime.  
 
2. Dyskératose Congénitale 
 
La deuxième cause héréditaire d’aplasie médullaire est la dyskératose congénitale 
(DC) (Shimamura A, Alter BP, 2010). L’âge moyen des patients au moment du diagnostic est 
de 14 ans. Depuis sa découverte en 1906 par Zinsser jusqu’en 1960, cette maladie était 
considérée comme une maladie de la peau et des muqueuses, elle se nommait alors Syndrome 
Zinsser-Cole-Engman du nom des médecins qui la décrivirent. Les symptômes de la triade 
permettant le diagnostic sont donc des critères physiques non-hématologiques et apparaissent 
habituellement avant l’âge de 10 ans, tandis que l’aplasie médullaire apparaît généralement un 
peu plus tard (Dokal I, 2011). La triade est constituée d’une dystrophie des ongles des pieds et 
des mains, d’une pigmentation « tachetée » de la peau, et de leucoplasies des muqueuses 
prédominant dans la cavité buccale. A cette triade s’ajoute d’anomalies qui touchent tout 
l’organisme, les plus fréquentes étant un écoulement anormal des larmes lié à une sténose des 
conduits lacrymaux (épiphora), une alopécie et/ou apparition de cheveux gris prématurée, des 
anomalies dentaires, un retard de croissance et développemental. D’autres anomalies moins 
fréquentes mais qui nécessitent une intervention médicale peuvent apparaître. La plupart de 
ces symptômes sont les conséquences d’un vieillissement précoce et apparaissent donc avec 
l’âge. Ce trouble du vieillissement a une explication moléculaire, les patients atteints de DC 
ont des télomères plus courts que les individus du même âge, c’est donc une maladie des 
télomères (Nelson ND, Bertuch AA, 2012). La recherche d’un raccourcissement des 
télomères  fait d’ailleurs parti du diagnostic (Alter BP, 2007). Comme pour l’anémie de 
Fanconi, la DC est associé à une instabilité chromosomique et donc une prédisposition aux 
cancers tels que des carcinomes squameux de la langue, et des hématopathies malignes (SMD, 
LMA). La première cause de mortalité des patients atteints de DC est l’aplasie médullaire 
(traitement équivalent à l’AF décrit plus haut), la seconde est la fibrose pulmonaire et la 
troisième les pathologies malignes.  
Les causes moléculaires de DC sont diverses et, au fur et à mesure que les gènes ont été 
identifiés, il est apparu que la DC est une maladie hétérogène avec des formes plus sévères 
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comme le syndrome de Hoyeraal-Hreidarsson (HH) et le syndrome de Revesz. Le syndrome 
HH est caractérisé par une survenue précoce de l’aplasie médullaire associée à une hypoplasie 
cérébelleuse, un retard de croissance intra-utérin, un déficit immunitaire et une pancytopénie 
progressifs (Hreidarsson S et al., 1988 ; Hoyeraal HM et al., 1970). La sévérité de cette 
maladie est telle que les patients décèdent avant 10 ans, tandis que pour les formes classiques 
de DC ils peuvent vivre au-delà de 50 ans si l’aplasie médullaire est corrigée. Le syndrome de 
Revesz est caractérisé par une rétinopathie exsudative bilatérale associée à des calcifications 
intra-crâniales, un retard de croissance in-utero, une hypoplasie cérébelleuse, et un retard de 
développement (Revesz et al., 1992). On peut classifier les sept gènes responsables de DC en 
fonction de la transmission des mutations (Dokal I et al., 2011 pour revue).  
Tout d’abord, le gène de la dyskérine, DKC1 qui est porté par le chromosome X et suit une 
transmission récessive (Knight SW et al., 1998). Les mutations de DKC1 sont les plus 
fréquentes (30%) et sont retrouvées chez les patients présentant un syndrome HH et leurs 
mères (Parry EM et al., 2011). La dyskérine est un des composants de l’holoenzyme 
télomérase responsable de l’élongation des télomères. Le deuxième gène le plus fréquemment 
muté est TINF2 (15%), il est autosomique à transmission dominante, la plupart des mutations 
sont de novo et entraîne un raccourcissement important des télomères (Savage SA et al., 
2008 ; Walne AJ et al., 2008). Ce gène est associé avec les trois syndromes mais il est le seul 
gène identifié, à ce jour, pour le syndrome de Revesz. Il code pour la protéine TIN2 (TRF1-
Interacting protein 2) qui fait partie du complexe shelterin responsable de la maintenance des 
extrémités télomériques simple-brin sous forme de boucle T, empêchant ainsi les mécanismes 
de détection et de réparation des CDB de l’ADN d’y accéder. Les autres gènes dont les 
mutations (toutes héréditaires) suivent une transmission autosomique dominante sont, TERC 
(Telomerase RNA component ou hTR) qui code pour la sous-unité ARN de la télomérase 
(Vulliamy T et al., 2001), et TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) qui code pour la 
trancriptase inverse du complexe télomérase (Armanios M et al., 2005 ; Vulliamy TJ et al., 
2005). Des mutations de ces gènes sont également retrouvées dans d’autres maladies du 
raccourcissement des télomères, dans des SMD, des anémies aplasiques, et de façon assez 
fréquente dans les fibroses pulmonaires idiopathiques (Armanios M, 2012 pour revue). 
Certaines mutations de TERT ont une transmission récessive mais elles sont moins 
fréquentes. Les mutations à transmission autosomique récessives concernent un plus petit 
nombre de cas de DC et de syndrome de HH. D’abord il y eu NOP10, puis NHP2, deux 
protéines qui s’associent à la dyskérine et à TERC qu’elles semblent stabiliser (Walne AJ et 
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al., 2007 ; Vulliamy T et al., 2008).  Plus récemment, le gène TCAB1 (Telomerase Cajal body 
protein 1) a été identifié, il code pour une protéine qui facilite le trafic de la télomérase, et 
plus particulièrement de TERC et de la dyskérine dans les corps de Cajal (Zhong F, Savage 
SA et al., 2011). 
Enfin, des études récentes montrent que l’hétérogénéité de la DC se manifeste également par 
des cas où le raccourcissement des télomères n’est pas observé bien qu’il y ait des 
dysfonctionnement et des aberrations (Touzot F et al., 2012). Certains des gènes en cause ont 
été identifiés, c’est le cas de l’exonucléase Apollo ou SNM1B dans le syndrome de HH 
(Touzot F et al., 2010) et du gène C16orf57 aussi impliqué dans la poikilodermie avec 
neutropénie (Walne AJ et al., 2010), d’autres n’ont pas été identifiés (Lamm N et al., 2009).  
 
3. Syndrome de Bloom 
 
Les patients atteints d’un syndrome de Bloom (BS) sont susceptibles de développer 
divers types de cancers et souffrent en plus d’un déficit immunitaire modéré. L’âge moyen de 
diagnostic de ces cancers est de 24 ans, ils sont la principale cause de décès, survenant 
souvent avant 30 ans. Ce syndrome fut décrit en 1954 par le dermatologue David Bloom, il le 
nomma alors « Erythème télangiectasique congénital ressemblant à un lupus érythémateux 
chez des nains ». Les principales caractéristiques cliniques du BS sont donc une microsomie, 
un retard de croissance intra-utérin et post-natal, accompagnés de lésions de la peau, résultant 
d’une sensibilité accrue au soleil, principalement localisée au niveau du visage. Avec le 
temps, les lésions chroniques de la peau de ces patients évolues en taches anormalement 
pigmentées (hyper ou hypo). Ces enfants ont une propension à développer des infections de 
l’oreille moyenne et des voies respiratoires supérieures, probablement en conséquence d’un 
reflux gastro-oesophagien (RGO). Ils présentent également un risque élevé de diabète de type 
II, une infertilité chez les hommes et une hypofertilité chez les femmes, une dysmorphie 
faciale et une voie suraïgue (German J, 1993 ; Seif AE, 2011 pour revues). Les cancers 
développés correspondent à ceux de la population générale mais sont plus fréquents et 
surviennent plus tôt, parmi les plus souvent rapportés on peut citer les lymphomes, les 
leucémies aigues myéloïdes ou lymphoïdes, et les carcinomes entériques (il existe un registre 
ouvert en 1960 ; German J, 1997). Pour les traitements, les antibiotiques classiques permettent 
de lutter efficacement contre les infections et les cancers sont traités avec les moyens 
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habituels, tout en adaptant la dose à leur sensibilité accrue aux radiations et drogues 
génotoxiques. 
Le gène responsable du BS est BLM, il code pour une protéine appartenant à la famille des 
hélicases RECQ, très conservée des bactéries aux mammifères (Ellis NA et al.  1995). Chez 
l’homme on compte cinq hélicases, homologues à la RECQ de la levure, dont 3 sont 
responsables d’une pathologie humaine, RECQL2 (ou BLM) pour le syndrome de Bloom, 
RECQL3 (ou WRN) pour le syndrome de Werner, et RECQL4 pour le syndrome de 
Rothmund-Thomson (Monnat RJ, 2010 pour revue). Ces trois syndromes ont en commun une 
prédisposition aux cancers, liée à une instabilité génomique, et un vieillissement précoce 
(Mohaghegh P, Hickson ID, 2001 ; Hickson ID, 2003 pour revues). Les hélicases RECQ ont 
une activité de déroulement de l’ADN, ATP-dépendante, dans le sens 3’-5’ et sont impliquées 
dans plusieurs activités métaboliques nécessitant la résolution de structure d’ADN complexes 
(Van Brabant AJ et al., 2000 ; Monnat RJ, 2010  pour revues). BLM est plus particulièrement 
impliquée dans la recombinaison homologue (HR), son inactivation entraîne dans les cellules 
en culture une accumulation de mutations, de remaniements géniques et chromosomiques 
dont les plus caractéristique et spécifique sont les échanges entre chromatides sœurs (SCEs 
pour Sister Chromatid Exchanges). Le marquage des cellules au bromodeoxyuridine (BrdU) 
pour rechercher des SCEs est d’ailleurs une part importante du diagnostic. L’implication de 
BLM dans les réponses aux dommages de l’ADN (DDR) passe bien sûr par son interaction 
avec des facteurs tels que P53, RAD51, RPA et la Topoisomérase III, mais aussi avec le 
complexe MRN, BRAC1 et MLH1. Ce qui suggère un rôle de BLM plus en amont dans la 
détection et la signalisation (Hickson ID, 2003 pour revue). De plus, BLM est la cible de 
plusieurs kinases de la DDR comme ATM, ATR et Chk1 (Tikoo S, Sengupta S, 2010 pour 
revue). Des travaux plus récents confirment aussi un rôle pour BLM dans la protection des 
télomères qui avait été montré pour son orthologue Sgs1 dans la levure (Barefield C, 
Karlseder J, 2012).  
Enfin, les mutations impliquées dans le BS ont une transmission autosomale récessive, un 
grand nombre de ces mutations sont associées à un événement fondateur et une d’entre elle se 
retrouve dans deux populations différentes que sont les juifs Ashkenazi et les centre-
américains/états-uniens hispanophones. La plupart des mutations ne conservent pas la 
fonction de la protéine soit par instabilité du messager tronqué, soit par défaut de localisation 
de la protéine au noyau, et elles sont uniformément réparties sur la séquence nucléique 
















Les mécanismes de réparation jouent un rôle prépondérant dans le développement du 
système immunitaire (SI). Comme nous l’avons vu, le NHEJ est absolument essentiel au bon 
déroulement de la recombinaison V(D)J dans les progéniteurs lymphocytaires de la moelle et 
du thymus. Il est également important, bien que dans une moindre mesure, pour la réparation 
des cassures induites par AID lors de l’Ig-CSR. Les connaissances que nous avons sur les 
mécanismes physiologiques dans les organismes nous viennent de l’étude de situations 
pathologiques. L’identification de mutations naturelles permet de confirmer le rôle imputé à 
certains mécanismes et leurs facteurs, et parfois de découvrir de nouveaux facteurs. A 
l’inverse, la modélisation de pathologies humaines dans des modèles animaux ou cellulaires 
permet de donner des pistes sur les facteurs responsables et d’évaluer plus précisément 
l’impact qu’ils ont.  
 
En 2006, les travaux de Dietke Buck et al. au sein de notre équipe, ont permis d’identifier un 
nouveau facteur du NHEJ, Cernunnos, responsable chez l’Homme de DCIS associé à une 
sensibilité aux RI et à des malformations. De façon concomitante, les travaux de Peter 
Ahnesorg et al., ont aussi mené à l’identification de cette protéine qu’ils ont nommée XLF. 
Les travaux de Laurent Malivert au sein de notre équipe, ainsi que les différentes 
collaborations, ont permis de mieux caractériser la fonction biochimique et la structure de 
cette protéine. Afin de mieux comprendre le rôle de Cernunnos dans le système 
hématopoïétique et dans le développement des lymphocytes en particulier, nous avons 
développé un modèle murin invalidé pour ce gène. Entre-temps, Gang Li et al. ont publié des 
résultats montrant que le développement lymphocytaire se fait normalement dans leur modèle 
murin déficient pour Cernunnos, le seul défaut observé est une diminution du nombre de 
lymphocytes. La construction que nous avons utilisée pour invalider Cernunnos est 
néanmoins différente, une première étape est donc de savoir si nous obtenons des résultats 
similaires. Nous voulions ensuite tenter d’identifier la cause de ce déficit numéraire et en 
évaluer les conséquences sur le répertoire des lymphocytes T. En répondant à ces questions, 
nous nous rapprochons un peu plus de l’élucidation du rôle de Cernunnos dans la 
recombinaison V(D)J et dans le système immunitaire. 
 
Notre équipe poursuit la caractérisation génétique et fonctionnelle de pathologies chez des 
patients dont le tableau clinique laisse penser qu’il existe un déficit immunitaire ou 
hématologique primaire associé à un défaut de réparation de l’ADN. Nous nous sommes 
intéressés à un patient dont le tableau clinique combinant déficit hématopoïétique et instabilité 
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génomique suggère une origine génétique forte. Grâce aux techniques de séquençage haut-
débit et à l’étude de ségrégation au sein de la famille nous avons pu isoler plusieurs mutations 
dont une nous a interpellée plus particulièrement. Il reste encore à prouver qu’il s’agit bien de 
















I. Etude du système immunitaire chez l’homme et la souris 
dans un contexte d’inactivation de Cernunnos 
 
 
Cernunnos est le dernier facteur du NHEJ à avoir été identifié par notre équipe (Buck, 
D. et al. 2006). Dans des travaux précédemment publiés, il a été montré que Cernunnos 
intervient dans la dernière étape de la réparation, la ligature des extrémités, par son interaction 
avec le complexe XRCC4/DNA Ligase IV (Ahnesorg, P et al 2006 ; Callebaut, I et al 2006). 
Malgré la similitude de structure protéique, il n’a pas la même fonction que XRCC4. Le rôle 
exact de Cernunnos au sein de ce complexe demeure inconnu.  
 
 
A. Reprise de l’article en annexe 
 
Cernunnos deficiency reduces thymocyte lifespan and alters the T cell 
repertoire in mice and humans 
Gabriella Vera1,2,*, Paola Rivera-Munoz1,2,*, Vincent Abramowski1,*, Laurent Malivert1,2, 
Annick Lim5, Christine Bole-Feysot3, Christelle Martin6, Benoit Florkin7, Sylvain Latour1,2,3, 
Patrick Revy1,2,3, and Jean-Pierre de Villartay1,2,3,4,+ 
 
1. Description du modèle et validation 
 
Notre équipe a précédemment montré que la partie C-terminale (aa 231 à 299) de la protéine 
est dispensable pour la réparation de CDB de l’ADN, et que les résidus 1 à 230 suffisent pour 
former un complexe stable avec XRCC4. Cependant une protéine tronquée ne comportant que 
la tête globulaire (aa 1 à 141) est instable et donc non-fonctionnelle (Malivert L, Callebaut I et 
al., 2009). En comparant les séquences humaines et murines, nous avons développé un 
modèle murin déficient pour Cernunnos (Cernu-/-) par délétion de l’exon 4 selon la stratégie 
Cre/Lox (Fig. 23a et figure 1a de l’article). Il est prédit que cette délétion entraîne un épissage 





Figure 23 : Génération et validation du modèle murin.  
Stratégie pour le KO (a). Validation du KO par southern blot (b), par RT-PCR quantitative (d) 
et western blot (e). Les souris naissent dans des proportions mendéliennes (c) et les 













 partir de ce messager serait tronquée à partir du résidu 132. Les souris Cernu-/- ainsi générées 
naissent dans des proportions mendéliennes et ne présentent pas de mortalité précoce (Fig. 
32c et figure 1c de l’article). Ces résultats, en contraste avec la létalité embryonnaire observée 
chez les souris déficientes pour XRCC4 (X4-/-) et DNA-Ligase IV (L4-/-), confirment ceux 
publiés par une autre équipe (Li, G. et al. 2008). Afin de valider notre modèle murin, nous 
avons démontré l’absence d’expression de Cernunnos au niveau transcriptionnel et protéique 
(Fig. 23d, e et figure 1d, e de l’article). Puis, nous avons confirmé que la sensibilité à 
l’induction de CDB par des RI et des drogues radiomimétiques des MEF issus de ces souris 
est augmentée, bien que légèrement moins importante quand on la compare à celle de MEF 
issus de souris X4-/- ou L4-/- (Fig. 23f et figure 1f de l’article). 
 
2. Le développement lymphocytaire est normal 
 
L’analyse phénotypique du système immunitaire montre une répartition normale des 
populations de lymphocytes B et T associée à une diminution, de moitié environ, du nombre 
de cellules dans le thymus, la rate et les ganglions (Fig. 24a et figure 2a de l’article). Ce 
phénotype modéré est surprenant puisqu’à l’opposé, il existe une forte diminution des 
lymphocytes B et T circulants chez les patients. Cependant, il vient confirmer les résultats 
précédemment publiés sur un autre modèle murin Cernu-/-. En effet, les images de cytométrie 
des marqueurs CD4 et CD8 dans le thymus dessinent le pattern caractéristique de l’alouette et 
nous n’observons pas de blocage notable à un des stades de différenciation avec les 
marqueurs CD44 et CD25 chez les DN.  
Tout cela nous indique une recombinaison V(D)J quasi normale ou du moins suffisante pour 
supporter la formation de lymphocytes T matures. Afin d’évaluer plus précisément cette 
activité, nous avons effectué un test de recombinaison V(D)J ex vivo dans des thymocytes DN 
purifiés par tri magnétique. Le pourcentage de cellules transduites ayant recombiné est 
d’environ 26% pour les thymocytes issus de souris sauvages (contrôle positif), nul pour ceux 
issus de souris déficientes pour Artémis (contrôle négatif) et diminué seulement de moitié 
pour ceux issus de souris Cernu-/- (Fig. 24b et figure 2b de l’article). Pour ce qui est de 
l’aspect qualitatif, l’analyse des joints codants montre une légère, bien que non significative, 





Figure 24 : Développement lymphocytaire et capacité de prolifération.  
Le nombre de lymphocytes dans les différents organes (le thymus, la rate et les ganglions 
mésentériques) est diminué de moitié (a). L’activité des thymocytes est réduite (b) mais reste 
supérieure à celle de souris Artémis Ko (Art-/-). Leur capacité de prolifération est également 











le même sens que ceux obtenus dans la lignée murine pro-B transformée A-MuLV dérivée du 
modèle murin Cernu-/- précédemment publié.  
Un défaut de recombinaison V(D)J ne permettant pas d’expliquer la diminution du nombre de 
cellules dans le thymus, nous avons vérifié la capacité de prolifération des lymphocytes lors 
de la sélection β. Les souris Cernu-/- sont croisées avec des souris Rag1-/- pour lesquelles la 
différenciation T est bloquée au stade DN3 justement car l’absence d’expression d’une chaîne 
TCRβ réarrangée empêche la transmission du signal de prolifération. Après activation des 
thymocytes via injection d’un anticorps anti-CD3 (pour contourner le blocage) nous 
n’observons pas de différence de prolifération entre les souris Cernu-/- et Rag1-/- (Fig. 24c et 
figure 2c de l’article).  
 
3. Analyse du répertoire des lymphocytes T 
 
Afin d’explorer plus finement l’impact de cette diminution du nombre de lymphocytes 
sur la diversité du répertoire T, un immunoscope a été réalisé sur des souris Cernu-/- et 
Cernu+/-. Globalement, et en accord avec l’efficacité de recombinaison V(D)J décrite plus 
haut, le répertoire des TCR β et α est assez diversifié et l’origine polyclonale des deux chaînes 
est vérifiée. Néanmoins, si l’on se penche sur les segments Vα les plus 5’ (proximaux) et les 
plus 3’ (distaux) il apparaît qu’ils sont utilisés de façon divergente entre les souris Cernu-/- et 
Cernu+/- avec une préférence pour les segments proximaux chez les souris  Cernu-/-.  
La technique de l’immunoscope utilise un nombre déterminé d’amorces spécifiques de V qui 
permet de ranger les transcrits par familles mais ne donne pas la séquence nucléique du 
réarrangement. Il n’est donc pas possible de distinguer et de positionner précisément les 
nombreux Vα dupliqués, notamment pour les segments centraux. Nous avons donc utilisé une 
technique différente pour analyser l’utilisation des segments Vα et Jα en fonction de leur 
position sur le locus. Avec une seule paire d’amorce (une sur le Vα et une sur le Cα), et grâce 
aux homologies de séquences, nous amplifions trois Vα différents dans une même PCR. Les 
segments mTRAV3.1 et mTRAV5.1 sont distaux, tandis que le segment mTRAV3.4 est 
proximal. Les différents produits de PCR ainsi obtenus sont clonés et séquencés (Fig. 25 et 
figure 4 de l’article). Comme avec l’immunoscope, il existe un biais de fréquence favorable 





Figure 25 : Analyse du répertoire T chez les souris Cernu-/-.  
Schématisation des segments V et J du TCRα (a). Comparaison de l’utilisation des segments 
Vα distaux 3’ et proximaux 5’ dans le thymus et la rate (b). Utilisation des segments Jα en 









L’analyse des segments Jα associés aux Vα (Fig. 25 et figure 4 de l’article) reflète très bien la 
théorie des vagues de réarrangements séquentiels du locus du TCRα dans le thymus. En 
d’autres termes, les segments Vα proximaux sont plus fréquemment associés aux segments Jα 
les plus en 5’ (proximaux par rapport aux Vα), et correspondent à la première vague de 
réarrangement. Tandis que les Vα distaux utilisent des Jα plus en 3’ (distaux par rapport aux 
Vα) et correspondent plutôt aux vagues de réarrangement tardifs. Pour les séquences 
contenant mTRAV3.4, il n’y a pas de différence significative des positions médianes des Jα 
entre les souris Cernu-/- que Cernu+/- (aux alentours de mTRAJ46 et de mTRAJ51 pour la rate 
et le thymus respectivement). En revanche, pour mTRAV3.1 et mTRAV5.1, les médianes de 
Jα des souris Cernu-/-  sont décalées vers les positions les plus 5’ par rapport à celles des 
souris Cernu+/- (mTRAJ40 contre mTRAJ16 pour le thymus, et mTRAJ46 contre mTRAJ25 
pour la rate). Ce profil de réarrangement du TCRα chez les souris Cernu-/- est la signature 
d’un défaut de survie des thymocytes DP pour accéder aux vagues de réarrangements  les plus 
tardives. 
Ensuite, nous avons utilisé cette même technique d’analyse de l’utilisation des Jα chez 
trois patients déficients pour Cernunnos. L’amorce Vα utilisée est hTRAV12 (plutôt distal), et 
comme pour la souris on observe un décalage important de la médiane des Jα associés vers les 
positions les plus 5’. Pour aller plus loin dans l’extrapolation vers l’humain, nous avons utilisé 
une autre technique appelée « 5’ RACE PCR » couplée à du séquençage haut débit. Les 
séquences de Vα et Jα obtenues peuvent être analysées en fonction de leur position sur le 
locus individuellement (Fig. 26a et figure 5a de l’article) ou l’une par rapport à l’autre (Fig. 
26b et figure 5b de l’article). Dans les deux cas nous confirmons le biais vers les segments les 
plus proximaux (3’ pour le Vα et 5’ pour les Jα).  
Afin d’évaluer l’impact de ce biais sur les LT, nous nous sommes intéressés à certaines sous-
populations de LT comme les iNKT (Invariant Natural Killer T cell) ou les MAIT (Mucosal 
Associated Invariant T cell), dont la chaîne α du TCR est invariable et utilise des segments 
distaux. En effet les combinaisons hTRAV10/hTRAJ18 (iNKT) et hTRAV1.2/hTRAJ33 
(MAIT) se trouvent en dehors de la zone contenant 75% des réarrangements séquencés (Fig. 
26c et figure 5c de l’article). La prédiction qui en suit est, que ces populations seront 
fortement diminuées voire abolies chez les patients et les souris déficientes pour Cernunnos. 
C’est ce que nous avons pu montrer par cytométrie en flux, chez l’homme avec les marqueurs 
de surface hVα24 pour les iNKT et hVα7.2 pour les MAIT, et chez la souris avec un 





Figure 26 : Analyse du répertoire T chez les patients Cernunos déficients.  
Distribution des segments Vα et Jα utilisés chez des patients déficients pour Cernunnos et un 
témoin en fonction de leur position (en pb) sur le locus du TCRα. Les résultats obtenus par 
PCR 5’ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) et séquençage haut débit sont 
représentés par un diagramme en boîte (a) et, en deux dimensions par des courbes de densité 
avec le barycentre comme un point bleu pour le contrôle et orange pour les patients (b). Le 
graphique en (c) représente la localisation de 75% des séquences de la figure (b) ainsi que la 











chez la souris et pourrait s’expliquer par la duplication du segment Vα14 dans le locus avec 
un segment mTRAV11 plus proximal que le segment mTRAV11D (position équivalente à 
hTRAV10).  
 
4. Défaut de survie des thymocytes et correction par 
l’invalidation de p53 
 
En quelques mots, l’absence de Cernunnos diminue la viabilité des thymocytes chez 
l’homme et la souris. Nous avons confirmé cette hypothèse avec un test de survie ex vivo, les 
cellules extraites des thymus de souris Cernu-/- et Cernu+/- sont laissées 24h en culture sans 
cytokines ni activateurs. Après 24h les cellules sont comptées et marquées avec de l’Annexin-
V et du 7AAD pour évaluer l’apoptose. On note une diminution significative (environs 50%) 
du taux de survie probablement due à une augmentation de l’apoptose dans ces cellules (Fig. 
27a, b et figure 7a, b de l’article). D’autre part, des cibles pro-apoptotiques du facteur de 
transcription p53 sont transcrites à des niveaux élevés (Fig. 27c et figure 7c de l’article) dans 
les souris Cernu-/- comparées aux souris Cernu+/-. Nous avons donc croisé nos souris Cernu-/-  
avec des souris invalidées pour p53 (p53-/-) et observé un retour à des niveaux de transcrits 
comparables aux souris Cernu+/- chez les souris Cernu-/- p53-/-. De plus, la viabilité des 
cellules après 24h de culture est corrigée par l’invalidation de p53, tout comme les 
numérations de lymphocytes dans la rate et le thymus. En ce qui concerne le réarrangement 
du TCRα, la correction est partielle mais significative en termes de fréquence d’utilisation des 
segments Vα distaux et de médiane des segments Jα utilisés avec les Vα en 5’. Enfin, 
conséquemment à cette amélioration du réarrangement Vα-Jα, les iNKT retrouvent des 
proportions normales dans la rate des souris Cernu-/- p53-/-.  
En conclusion, le déficit de Cernunnos entraînerait une stimulation chronique des mécanismes 
de réponse aux dommages à l’ADN (DDR) à laquelle la cellule répondrait par l’activation des 
voies pro-apoptotiques dépendantes de p53. Ceci apparaît clairement dans les thymocytes DP 








Figure 27 : Défaut de survie et augmentation de l’apoptose p53 dépendante. 
Diminution du nombre de cellules vivantes après 24h de culture déterminé par numération au 
bleu trypan (a). Augmentation de l’apoptose après 24h de culture, mis en évidence par un 
marquage 7AAD/AnnexinV (b). Elévation de la transcription des cibles pro-apoptotiques de 







B. Résultats non publiés  
 
Il a été montré par notre équipe et d’autres, que l’absence de NHEJ fonctionnel dans les LB 
matures altère l’Ig-CSR et favorise les translocations inter-chromosomiques du locus des IgH 
avec d’autres loci. Cette altération peut être quantitative comme pour les défauts en 
XRCC4/Lig4 (Soulas-Sprauel P, Rivera-Munoz P et al. 2007 ; Yan CT et al. 2007 ; Han L, 
Yu K, 2008) ou, qualitative comme pour Artémis (Rivera-Munoz P et al. 2009).     
 
1. Défaut d’Ig-CSR partiel in vivo  
 
Nous avons dosé les Ig du sérum de souris Cernu-/- et Cernu+/- par ELISA (Fig. 28A). Comme 
pour les précédents modèles murins, certains isotypes sont plus affectés que d’autres mais il 
n’y a pas d’abolition totale de l’Ig-CSR. Les niveaux d’IgM sont comparables à ceux du 
contrôle (p=0,8255) avec 86 µg/ml (± 37,8) pour les souris Cernu-/- et 89,1 µg/ml (± 51,6) 
pour les Cernu+/-. Les isotypes qui se trouvent significativement réduits sont IgG3 (6,7 µg/ml 
± 2,8 contre 33,1 µg/ml ± 21,6 ; p=0,0005), IgG2b (11,7 µg/ml ± 4,3 contre 37,4 µg/ml ± 
14,6 ; p=0,0002), IgG2a (3,4 µg/ml ± 1,7 contre 13,7 µg/ml ± 8,7 ; p=0, 0047) et IgG1 (72,0 
µg/ml ± 38,7 contre 139,0 µg/ml ± 69,0 ; p=0,0129). Les IgE ne sont pas affectées et les IgA 
sont diminuées mais de manière non significative (98,8 µg/ml ±42,7 contre 229,8 µg/ml 
±245,2 ; p=0,01887). Ce profil est très similaire à celui observé pour le modèle murin KO 
conditionnel de XRCC4.  
 
2. Défaut d’Ig-CSR partiel in vitro   
 
Nous avons également testé la capacité à commuter des LB matures (B220+ CD43-) extraits 
de la rate de souris Cernu-/- et Cernu+/- (Fig. 28B), suite à une activation cytokinique 
appropriée. Après 4 jours de culture, les cellules sont marquées pour les différents isotypes 
visés. De façon similaire à ce qui est observé in vivo, la diminution significativement plus 
importante touche les isotypes IgG3 (4,3% ± 0,9 pour Cernu-/- contre 9,2% ± 4,0 pour Cernu+/- 
; p=0,0013) et IgG1 (10,5% ± 3,4 contre 29,8% ± 9,0 ; p=0,0005). En revanche, les isotypes 
IgG2b, IgE et IgA ne sont pas affectés alors que, IgG2b et IgG2a sont significativement 






Figure 28 : Défaut d’Ig-CSR.  
Déterminé par dosage des Ig sériques (A) et activation in vitro (B) en présence d’un marqueur 













nous les avons préalablement marqués avec du CFDA-SE (CFSE) et nous n’avons pas 
observé de différence entre les lymphocytes sauvages ou Cernu-/- (Fig. 28C). Mais ceci ne 
nous permet pas d’éliminer une éventuelle surmortalité suite à l’activation.    
 
C. Matériel et méthodes supplémentaires 
 
1. Dosage des Ig par ELISA 
 
Le sérum est prélevé dans la veine oculaire des souris à l’aide d’un capillaire en verre traité à 
l’héparine. Les Ig dosées sont accrochées à l’aide d’Ac purifiés anti- IgA,  IgG1,  IgG2a,  
IgG2b, IgG3, IgM, et IgE murines (Southern Biotechnology Associates) et détectées grâce à 
ces Ac couplés à la biotine puis à l’aide de streptavidine couplée au HRP (horseradish 
peroxidase). La révélation est faite avec le substrat Fast OPD (Sigma-Aldrich) et l’absorbance 
mesurée à 490nm. Pour la courbe standard, des immunoglobulines purifiées d’isotypes  IgA,  
IgG1,  IgG2a,  IgG2b, IgG3, IgE (Southern Biotechnology Associates) et IgMλ (Sigma-
Aldrich) sont utilisées. 
 
2. Activation in vitro de LB matures 
 
Les cellules B matures sont purifiées, à partir de la rate de souris âgées de 6 à 8 semaines, par 
tri magnétique négatif avec des billes anti-CD43 (Miltenyi Biotec ©) selon les instructions du 
fabricant. Elles sont ensuite marquées avec 5µM de CFDA-SE (CFSE) et activées en présence 
de LPS isolé d’Escherichia Coli (25µg/ml, SIGMA) pour les isotypes IgG3 et IgG2b, de LPS 
et d’IL4 (20ng/ml, R&D Systems) pour les isotypes IgG1 et IgE, d’IL4, Ac anti-CD40 murin 






II. Analyse moléculaire et fonctionnelle d’un patient 
présentant un déficit hématopoïétique modéré associé à des 




1. Description clinique 
 
Le patient a été diagnostiqué à l’âge de 13 pour une forte suspicion de fragilité 
chromosomique dans un contexte d’aplasie médullaire. L’événement qui a conduit à 
diagnostiquer cette aplasie médullaire est l’apparition d’un purpura quelques jours après un 
syndrome infectieux d’origine virale probable. L’examen de la moelle montre alors une 
insuffisance quantitative, tandis que sur le plan qualitatif, l’ensemble des lignées sont 
représentées dans des proportions habituelles. Un caryotype a été réalisé sur la moelle 
osseuse, il est normal avec 46 chromosomes, dont XY, sur 30 mitoses. Par ailleurs, le patient 
ne présente pas de déficit immunitaire, juste une légère lymphopénie B (130 cellules/µl), et 
pas d’antécédents infectieux particuliers. Il est seulement noté que l’hémoglobine (Hb) fœtale 
est élevée, signe d’une dysérythropoïèse. Un an après le diagnostic, le patient a un bilan 
hématologique stable, n’ayant pas nécessité de transfusion malgré une Hb légèrement basse 
(98g/l), une légère leucopénie (2,9G/l), et une thrombopénie stable (50 G/l). Un autre 
myélogramme est effectué, et montre une moelle pauvre avec seulement 4 mitoses pour le 
caryotype (46 XY). Une étude par FISH (Fluorescence in situ Hybridization) détecte une 
monosomie du chromosome 7 dans 5% des noyaux (contage sur 500 noyaux), ce qui reste 
faible (tableau 5 pour récapitulatif).  
Le patient est le quatrième de cinq enfants issus d’une famille consanguine au premier degré 
(Fig. 29). Le troisième enfant, une fille, est décédée de mort subite du nourrisson mais 
l’autopsie n’a pas décelé d’anomalie significative. Aucun des parents, des deux frères, ni la 
sœur, ne présentent d’anomalies hématologiques. Les autres signes cliniques constituent des 
troubles de l’apprentissage et un retard de langage, associés à une microcéphalie modérée 
(périmètre crânien de 53,5 cm) qui était discrète à la naissance (périmètre crânien de 34 cm). 
Le patient présente également une dysmorphie faciale, un angiome frontal (mis en évidence 
par angio-IRM cérébrale) et une pyélectasie bilatérale (malformation rénale mise en évidence 




Tableau 5 : Valeurs des différents examens réalisés sur le patient. 
* Valeurs de références d’après Shearer WT et al., 2003 pour des enfants de 12 à 18 ans  
** thrombopénie profonde si <50G/l  
PC : Périmètre Crânien 
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demeurés. Aussi, le caryotype constitutionnel de naissance ne présentait aucune anomalie. 
L’ensemble de ces éléments font penser que l’aplasie médullaire de ce patient a une origine 
génétique, de transmission autosomique récessive probable.  
Plusieurs maladies génétiques ont été écartées par des examens cliniques et biologiques, 
comme le syndrome de Swachmann, le syndrome de Di George, la thrombopénie Paris-
Trousseau et la maladie de May-Haggin. Une des causes de purpura constitutionnel de 
l’enfant est l’anémie de Fanconi dont la principale caractéristique est une aplasie médullaire. 
Certains éléments cliniques sont en faveur, comme la présence d’une malformation rénale, 
d’une microcéphalie et de taux élevés d’Hb fœtale. D’autres éléments le sont moins, l’absence 
de malformations cardiaques, urogénitales et du pouce, le développement staturo-pondéral 
correct, et le dosage d’αFP normal. La question a été tranchée par la réalisation du test 
FANCD2 (sur les fibroblastes et le sang périphérique) qui s’est avéré normal, et par un test de 
sensibilité à la mmc sur les fibroblastes primaires de la famille. Ces tests ont été effectués 
dans le laboratoire de Jean Soulier.  
  
2. Analyse moléculaire  de la mutation 
  
D’autres maladies génétiques responsables d’aplasie médullaire ont été écartées par 
séquençage. Le gène GATA-1 (exons 1 à 6) est normal, il code pour un facteur de 
transcription impliqué dans l’érythropoïèse, et plus particulièrement dans la régulation de la 
transition entre Hb fœtale et adulte. Le gène MPL (exons 1 à 12) est également normal, il code 
pour un récepteur à la thrombopoïétine qui est un régulateur majeur de la 
mégacaryocytopoïèse ; des mutations de ce gène sont responsables de thrombopénies 
congénitales amégacaryocytaires. Enfin, les gènes TERC et TINF2, responsables de formes 
autosomiques dominantes ou sporadiques de dyskératose congénitale, ne sont pas mutés.  
Nous avons eu accès au matériel génétique des parents, des deux sœurs et du petit-frère. Etant 
donné que la famille est consanguine, une étude de liaison génique, ou « tour du génome » 
(TDG ; WGAS pour Whole-Genome Association Study en anglais), a pu être pratiquée et fut 
informative. Un séquençage de tout l’exome a été réalisé par la technique ILLUMINA et nous 
avons utilisé les résultats du TDG pour filtrer les données obtenues. Il en ressort une mutation 
dans un cadre de lecture (orf pour Open Reading Frame) orphelin situé dans une région du 




Figure 29: Arbre généalogique de la famille du patient.  
Sont représentés les membres de la famille pour lesquels nous avons eu accès à du matériel 
génétique, et le frère aîné. Les séquences obtenues à partir de l’ADNc de fibroblastes 
primaires sont représentées par un cliché des nucléotides entourant la mutation. 
 
 
Figure 30 : Schéma de la séquence protéique de PHP. 
 Les différents domaines sont représentés par des couleurs distinctes. La région homologue 
aux hélicases SWI2/SNF2 (encadrée en rouge) comprend deux domaines RecA-like, deux 
domaines Hélicases (HD) et trois insertions spécifiques (I1, I2 et I3). L’acide aminé (655) 
muté est indiqué avec le codon correspondant. 
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nucléotide C vers T en position 1963 de l’ADNc (C1963T), ce qui entraîne le remplacement 
de l’arginine 655 par un codon stop (R655X) (Fig. 30). Cette variation n’est trouvé que 5 fois 
dans 10751 génomes (fréquence de l’allèle <0,001), et jamais sous forme homozygote 
(fréquence <0,000001). Cette mutation peut soit entraîner une déstabilisation de l’ARN, soit 
donner un phénotype hypomorphe, lié à une activité résiduelle de la protéine tronquée. La 
séquence nucléotidique de cet orf code pour une protéine hypothétique possédant des 
domaines homologues avec les hélicases.  
Nous avons confirmé la présence de cette mutation à l’état homozygote chez le patient (-/-) 
par séquençage de l’ADNc obtenu à partie de fibroblastes primaires. De la même façon, nous 
retrouvons la mutation à l’état hétérozygote (+/-) chez les parents, le frère et la sœur décédée, 
tandis que l’autre sœur est homozygote pour l’allèle sauvage (+/+). Un extrait des séquences 
est donné sur la figure 29. Par ailleurs, ces résultats de séquençage sont en accord avec l’étude 
de la transmission génétique de cette région. 
 
3. Analyse structurale in silico de la protéine 
 
Pour la suite de l’exposé nous utiliserons l’acronyme « PHP » pour référer à cette 
« Protéine Hélicase Putative ». Sa séquence protéique est proche de celle de RAD54 (Fig. 
31B), sauf pour la région N-terminale, ce qui laisse penser qu’elle appartient à la même 
famille SWI2/SNF2 et à la superfamille des hélicases SF2. Elle possède en effet, deux 
domaines hélicases RecA-like et, deux domaines HD1 et HD2, mais pas de domaine C-
terminal (CTD) (Fig. 29), c’est là que se trouvent les motifs conservés d’aa caractéristiques 
des hélicases (cf. Discussion partie II-1). Cependant, PHP présente une grande insertion (I1) 
dans le domaine RecA-like N-ter, et deux grandes insertions dans le domaine HD2, I2 qui 
pourrait être impliqué dans la liaison au zinc et I3 qui est très différente de RAD54. A la place 
du domaine N-terminal (NTD) de RAD54, elle possède un domaine TUDOR dont la séquence 
est proche de celle de SMN (Fig. 31A).  
A partir de la séquence protéique et de sa représentation en 2D par l’analyse de clusters 
hydrophobes (HCA pour Hydrophobic Cluster Analysis ; Callebaut I et al., 1997 pour revue), 
il est possible de prévoir sa structure secondaire. Cette représentation permet aussi d’aligner la 
séquence protéique avec celle de protéines connues pour lesquelles la similitude des 





Figure 31 : Alignement de la séquence protéique de PHP.  
Alignement du domaine TUDOR (A) avec celui de SMN (pdb 1G5V), de 53BP1 en complexe 
avec une diméthyl-lysine (pdb 2IG0) et avec une diméthyl-arginine (pdb 3NTH). La région 





rendue possible (Fig. 32). Pour le domaine TUDOR (aa 27 à 84), le modèle est réalisé sur le 
moule de la protéine humaine SMN (réf. PDB 1GV5 ; publication en cours par Tahirov TH et 
al.) en comparant avec les structures du domaine TUDOR de 53BP1 complexé à une 
diméthyl-lysine (réf. PDB 2IG0 ; Botuyan MV et al., 2006) et d’un domaine Tudor de 
drosophile complexé à une diméthyl-arginine (réf. PDB 3NTH ; Liu HP et al., 2010). Le 
domaine TUDOR reconnaît un aa basique diméthylé grâce à une « cage » constituée par 
quatre aa aromatiques et un cinquième aa de type acide. Trois des quatre aa aromatiques 
correspondent aux positions a, c et d surlignées dans l’alignement (Fig. 31A) et notées sur la 
structure (Fig. 32).  
 
4. Analyse de l’expression du gène et de la protéine 
 
Nous avons tout d’abord étudié l’expression relative du gène à partir de l’ARN total 
des fibroblastes primaires de la famille (Fig. 33A). Le transcrit est détectable chez tous les 
membres de la famille mais son expression est inférieure à celle du contrôle. L’expression est 
plus basse chez le père (0,23), le patient (0,20) et son frère (0,17) par rapport à la mère (0,41) 
et aux sœurs (0,40 et 0,51). Cependant, les niveaux d’expression étant faibles dans les 
fibroblastes, il est possible que ces variations n’aient pas d’effet sur la cellule, et l’on ne peut 
exclure que la différence d’expression résulte d’une variabilité interindividuelle. Aussi, la 
présence du codon stop prématuré chez le patient ne semble pas avoir de répercussion sur la 
stabilité de l’ARNm. Par ailleurs, le niveau de transcrit semble très important dans les 
leucocytes du sang périphérique (PBL pour Peripheral Blood Leucocytes) du contrôle utilisé 
pour cette série (PBL Ctl.). Nous avons donc exploré davantage le profil d’expression de ce 
gène à partir d’un panel d’ADNc de tissus variés (Fig. 33B), sur des lignées cellulaires 
humaines communément utilisées, et sur les PBL d’autres contrôles (Fig. 33C).  
Il apparaît que ce gène est mieux exprimé dans les organes génitaux, la rate et les PBL. Pour 
ces deux derniers, les cellules les plus abondantes sont les lymphocytes, et en particulier les 
LT. De façon surprenante, le niveau d’expression dans les PBL de notre contrôle est bien 
supérieur à celui des PBL du panel d’ADNc (provenant de 550 hommes et femmes d’origine 
caucasienne de 18 à 40 ans). Il existe donc bien une variabilité individuelle, que nous 
observons également sur les PBL de trois autres contrôles (Fig. 33C). Aucune des lignées 






Figure 32 : Modélisation structurale de PHP.  
Réalisée sur le moule de la structure de RAD54 pour SWI2/SNF2 et de SMN pour TUDOR. 
Les résidus de la cage aromatique du domaine TUDOR sont annotés et correspondent à ceux 











fibroblastes contrôles transformés par le virus simien 40 (SV40 pour Simian Virus 40). Les 
cellules Jurkat issues d’une leucémie lymphoblastique aigüe T sont celles qui l’expriment le 
plus bien que cela reste inférieur aux PBL. Nous pouvons en déduire que ce sont les LT 
matures périphériques qui expriment le mieux ce gène.  
Afin de confirmer cela, nous avons trié les PBL par cytométrie en flux (FACS pour 
Fluorescence Activated Cell Sorting) et avons extrait l’ARN pour quantifier l’expression du 
transcrit de PHP dans les différentes populations lymphocytaires B (CD19+) et T (CD3+), 
naïves (CD45RA+, CCR7+), mémoires centrales (CD45-, CCR7+) ou mémoires effectrices 
(CD45-, CCR7-) (Fig. 34A). Une partie des LT CD4 naïfs (CD3+, CD4+, CD45RA+, 
CCR7+) ont été mis en culture en présence de billes anti-CD3/CD28 et d’IL12 pour les 
différentier vers Th1, ou d’IL4 pour les différentier vers Th2 (Fig. 34A). Cinq jours après 
l’activation, le niveau de transcription est évalué et comparé à celui des PBL activés par la 
Phytohaematoglutinine (PHA), et à celui des populations triées non activées. L’expression du 
transcrit de PHP est augmentée par l’activation et la différenciation. Afin de confirmer qu’il 
s’agit d’un effet de la prolifération induite par l’activation, et non de la différenciation vers un 
profil effecteur, nous avons activé des PBL en présence de billes anti-CD3/CD28 ou de PHA 
pendant 10 jours (Fig. 34B). Puis nous avons comparé le niveau d’expression avec les PBL 
non activés, des fibroblastes SV du patient et de deux contrôles, et trois lignées de LB EBV 
différentes. Il semblerait en effet que l’activation des cellules et la prolifération qui s’ensuit 
soient à l’origine de l’accroissement de l’expression. Néanmoins il faudra répéter l’expérience 
afin de confirmer ceci.  
L’expression protéique est très faible voire indétectables dans les fibroblastes SV de contrôle 
ou du patient, ainsi que dans des cellules HeLa, ce qui est attendu compte-tenu des niveaux 
d’expression d’ADNc (Fig. 35). En revanche, nous n’avons pas détecté PHP (taille prédite à 
81 kDa et taille attendue autour de 72kDa) dans des extraits protéiques de PBL activés alors 
que l’expression d’ADNc est importante. Afin de contrôler l’efficacité de la détection par 
l’Ac nous avons utilisé de l’extrait protéique de cellules 293T transfectées avec un vecteur 
d’expression lentiviral contenant l’ADNc de PHP sous le contrôle du promoteur CMV. Ce 
































Les ADNc sont obtenus à partir des ARN totaux, l’expression est détectée grâce à une sonde 
spécifique du transcrit de PHP et normalisée avec la GAPDH. Les valeurs d’expression relative 
sont annotées. A. Quantification de l’expression dans les fibroblastes (Fibros) primaires du 
patient et des membres de sa famille en comparant avec les fibroblastes primaires d’un contrôle et 
les PBL d’un autre contrôle. B. Profil d’expression du transcrit dans un panel d’ADNc de tissus 
comparé aux contrôle de A. et à la sœur homozygote pour l’allèle sauvage. C. Analyse de 
l’expression dans plusieurs lignées cellulaires humaines issues de tumeurs ou transformées et 
comparées aux PBL de trois contrôles différents. HeLa : cellules issues d’un carcinome cervical 
(utérus), LB EBV : Lymphocytes B transformés par le virus de l’Ebola, K562 : cellules issues 
d’une leucémie myéloïde chronique, NALM6 : cellules issues d’une leucémie lymphoblastique B 
aigüe, Jurkat : cellules issues d’une leucémie lymphoblastique T aigüe.  
Figure 33 : Détermination du profil d’expression du transcrit.  
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5. Etude fonctionnelle des fibroblastes 
 
Les fibroblastes primaires ont une sensibilité intermédiaire à la mmc (testée dans le 
laboratoire de Jean Soulier) que nous avons confirmée dans les fibroblastes SV (Fig. 36). 
Comme l’expression du gène au niveau transcriptionnel et protéique est faible dans les 
fibroblastes, nous voulons étudier l’effet de la suppression de PHP dans des blastes T (PBL 
activés par PHA ou anti-CD3/CD28 pendant 9 jours) mais n’ayant pas accès à des PBL frais 
du patient, nous utiliserons une extinction du gène par shRNA. Pour cela, nous avons testé 
cinq clones de shRNA (Fig. 37C) et un shRNA contrôle (séquence aléatoire ou « scramble ») 
dans des 293T co-transfectées de manière transitoire avec le vecteur pLPHP-GFP. 
L’extinction de la protéine est évaluée par western blot (Fig. 37A) puis, les trois clones (shA7, 
shA8, shA10) les plus efficaces ont été intégrés de manière permanente par infection des 
fibroblastes SV du patient et d’un contrôle. L’effet de ces trois shRNA a été confirmé par 
PCR quantitative sur l’ADNc de PHP (Fig. 37B). Il faudra maintenant transduire des blastes T 
de contrôle et tester leur sensibilité à la mmc.  
 
B. Matériel et méthodes 
 
1. Patients et cellules 
 
Le consentement éclairé des membres de la famille a été obtenu en accord avec la déclaration 
d’Helsinki. Cette étude est également approuvée par le bureau institutionnel de revue de 
l’INSERM. Les fibroblastes primaires ont été obtenus à partir de biopsies de peau. Les 
fibroblastes sont cultivés dans un milieu pour fibroblastes Quantum 333 (PAA laboratories). 
L’ADN utilisé pour l’analyse génomique provient de prélèvements sanguins. Seules les 
cellules du patient ont été immortalisées avec le virus simien 40 (SV40) grâce à un lentivirus 






















Les ADNc sont obtenus à partir des ARN totaux, l’expression est détectée grâce à une sonde 
spécifique du transcrit et normalisée avec la GAPDH. Les valeurs d’expression relative sont 
annotées. A. Les populations de LT et LB des PBL sont triées par FACS avec les marqueurs 
classiques et directement analysés pour la transcription (9 premières colonnes). Une partie des 
LT CD4 naïfs sont mis en culture en présence de cytokines pour la différenciation vers Th1 
ou Th2 (3 jours) simultanément à une activation anti-CD3 et anti-CD28 (2 jours de plus), puis 
analysés. Parallèlement, des PBL sont mis en culture en présence de PHA 
(Phytoheamaglutinine) qui active les LT. B. L’expression du transcrit est évaluée sur des PBL 
activés par PHA ou par anti-CD3 et anti-CD28, et comparée à celle des PBL non activés, de 
fibroblastes SV et de LB EBV.  
 
Figure 34 : Expression du transcrit de PHP dans les lymphocytes du sang périphérique 
au repos ou activés. 
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2. Mise en évidence de la mutation 
 
L’ADN des parents, des frères et sœurs a été analysé par la méthode d’association de 
polymorphismes (WGAS ou TDG) à la recherche de régions homozygotes chez le patient qui 
soient hétérozygotes chez les autres membres de la famille. Puis l’ADN du patient a été 
préparé selon les instructions du fournisseur pour le séquençage de l’exome sur puce Illumina. 
L’analyse des données de séquençage de l’exome a été faite en utilisant des filtres. Nous 
avons recherché les variations qui ne sont pas retrouvées dans 1000 génomes (qui ne sont 
donc pas des polymorphismes), qui soient homozygotes chez le patient et qui se retrouvent 
dans une des régions chromosomiques mises en évidence par le TDG. Pour confirmer la 
présence de la mutation à l’état homozygote chez le patient et non pour les autres membres de 
la famille, nous avons extrait et purifié les ARNm totaux des fibroblastes primaires avec le kit 
TRIzol® Plus RNA Purification System (Ambion®), et avons réalisé une PCR inverse pour 
obtenir l’ADNc (Superscript® II, Invitrogen). Nous avons ensuite amplifié l’ADNc d’intérêt 
avec des oligonucléotides spécifiques et l’avons séquencé selon la méthode de Sanger, par 
migration sur capillaires.  
 
3. Alignement et prédiction de la structure protéique 
 
La structure protéique est obtenue sur les bases de données publiques (NCBI) et analysée 
selon la méthode des clusters hydrophobes (HCA Callebaut I et al., 1997 pour revue) qui 
permet de mettre en évidence des patterns d’aa caractéristiques d’une structure secondaire 
particulière. La séquence protéique primaire est représentée comme une hélice coupée puis 
ouverte et dupliquée. En ayant ainsi prédit la structure secondaire, il est possible d’aligner les 
séquences protéiques primaires de PHP avec, RAD54 pour le domaine SWI2/SNF2, et 53BP1 
pour le domaine Tudor. L’alignement et la modélisation structurale ont été réalisés par 















 Western blot réalisé sur des extraits protéiques totaux. La flèche indique la bande spécifique 
de PHP. La taille attendue de la bande selon le fournisseur de l’anticorps est de 72kDa pour 
une taille prédite à 81kDa. Le contrôle de charge est effectué par un marquage anti Actine α 
humaine. 
 
    
Figure 36 : Sensibilité après sept jours de traitement à la mitomycine c. 
Les fibroblastes SV sont cultivés pendant 7 jours en présence de mitomycine c à doses 
croissantes, puis la survie est évaluée par numération relative avec des billes fluorescentes par 
rapport à la dose 0 ng/ml. 
Figure 35 : Expression de la protéine PHP. 
142 
 
4. PCR quantitative en temps réel sur ADNc (Taqman) 
 
L’ARN est extrait avec le kit TRIzol® Plus RNA Purification System (Ambion®) et la 
transcription inverse est réalisée avec la SuperScript® II (Invitrogen). L’équivalent de 25ng 
d’ARN (5µl d’ADNc) est analysé par PCR TaqMan en utilisant le ABI PRISM-7900HT 
Sequence Detection System (Applied Biosystems). Les sondes et oligonucléotides sont pré-
dessinés par Applied Biosystems. Les conditions d’amplification et de détection sont 50°C (2 
min), 95°C (10 min), et 40 cycles à 95°C (15 sec), 60°C (60 sec). Les niveaux d’ARNm sont 
calculés à l’aide du logiciel SDS2.1 (Applied Biosystems). L’expression d’ARNm est 
normalisée avec la GAPDH, et l’expression relative est calculée avec la méthode 2-∆∆Ct où 
∆∆Ct = ∆Ctcible- ∆CtGAPDH , et ∆Ct = Ctsujet - Ctcalibreur . La banque d’ADNc, HumanTM MTC 
Panel II, provient de chez CLontech, et les échantillons sont obtenus auprès de Caucasiens 
adultes. 
 
5. Extraction et activation des PBL 
 
10mL de sang frais par individu sont collectés dans un tube hépariné, dilués dans du milieu 
RPMI 1640 et déposés sur Ficoll pour séparer les leucocytes des GR. Les leucocytes 
récupérés sont comptés et la concentration est ajustée à 1.106 cellules/mL dans du milieu 
RPMI 1640 supplémenté avec 5% d’albumine de sérum bovin (BSA pout Bovine Serum 
Albumin), d’IL2 (100 U/mL) et 1% de Pénicilline/Streptomycine. Les cellules sont mises en 
culture en présence de PHA (2,5µg/mL) ou de billes anti-CD3/CD28 (ratio 1 bille : 1 cellule) 
pour les activer. 
 
6. Tri cellulaire et différenciation 
 
Les PBL extraits sont marqués avec des Ac primaires couplés à un fluorochrome et triés sur le 
FACS Aria II (BD Bioscience). Les antigènes de surface marqués sont CD3-PercP (Milenyi), 
CD4-Vio Blue (Miltenyi) et CD8-View Green (Miltenyi) pour les LT, CD19-APC-Cy7 (BD 
Bioscience), CD21 FITC (Beckman Coulter) pour les LB, CD45RA-PE (BD Bioscience), 




Figure 37 : Extinction de l’expression de PHP par shRNA. 
A. Testée par western blot sur des extraits protéiques totaux de cellules 293T co-transfectées 
avec un shRNA et le vecteur pLPHP-GFP. Les clones les plus efficaces sont entourés en 
rouge. B. Extinction du gène évaluée par PCR quantitative sur les ADNc issus de fibroblastes 
SV transduis avec un des shRNA parmi les trois plus efficaces, ou le sh contrôle (scramble). 











mémoires et effectrices. Les cellules CD3+ CD4+ naïves (CD45RA+ CCR7+) sont mises en 
culture en présence d’IL12 (10 ng/mL) ou IL4 (25 ng/mL) et activés avec des billes anti-
CD3/CD28 (Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28, Gibco) pendant trois jours, puis elles 
sont lavées et remises en culture avec des billes anti-CD3/CD28 pendant 2 jours 
supplémentaires.  
 
7. Western blot 
 
Les protéines sont extraites par lyse cellulaire avec un tampon classique (Tris NP40 EDTA), 
la migration est faite sur un gel de polyacrylamide 10%, et transféré sur membrane en 
cellulose Immobilon P (Millipore). Le marquage est réalisé avec un Ac primaire spécifique 
(Abcam) au 1/1000 et un Ac secondaire couplé à l’HRP (Protein A Horseradish Peroxidase 
linked, GE Health Care UK) au 1/10 000, puis la révélation est faite par ECL (GE Health Care 
UK). 
 
8. Test de sensibilité à la mitomycine c 
 
Les fibroblastes sont cultivés dans 1ml de milieu, en plaques de 24 puits, pendant 7 à 9 jours 
en présence de doses croissantes de mmc (0 ; 20 ; 40 ; 60 ; 80 ng/ml). Les cellules sont ensuite 
lavées, décollées à l’aide de trypsine-EDTA et 10µl de billes FluoSpheres® (Molecular 
Probes®, Invitrogen) sont ajoutés à chaque puits. Les cellules sont récupérées et passées au 
FACS Calibur (BD Bioscience) pour acquisition. Les résultats sont analysés sur FlowJo 
(Tristar®) et exprimés en nombre de cellules/billes rapportées à la dose 0. 
 
9. Extinction du gène par shRNA 
 
Nous avons utilisés cinq vecteurs lentiviraux pLKO.1 du RNAi Consortium (Thermo 
scientific) contenant des cibles distinctes contre l’ARNm de PHP. Le même vecteur contenant 
une séquence shRNA aléatoire (scramble) est utilisé comme contrôle. Ces vecteurs 
contiennent une cassette de résistance à la puromycine que nous avons utilisée pour 
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sélectionner les cellules 293T co-transfectées avec un vecteur shRNA et un vecteur 
d’expression contenant l’ADNc de PHP. 
 
10. Clonage de l’ADNc dans un vecteur d’expression 
 
L’ADNc de PHP a été amplifié à partir d’une banque d’ADNc avec des oligonucléotides 
spécifiques permettant d’insérer l’ADNc dans le vecteur d’expression pLenti7.3/V5-TOPO du 
kit de clonage TA Cloning (Invitrogen), selon les instructions du fournisseur. Le vecteur a 





































I- Rôle de Cernunnos dans le NHEJ et le développement 
lymphoïde 
 
A ce jour, plusieurs équipes ont démontré l’importance de Cernunnos pour la réparation 
de CDB de l’ADN par le NHEJ. Il appartient au groupe des facteurs « cœurs » du NHEJ. 
Toutefois, le modèle murin précédemment publié et le nôtre, montrent que le rôle de 
Cernunnos dans la recombinaison V(D)J est moins évident.  
 
A. Différences entre les phénotypes humains et murins 
déficients en Cernunnos 
 
Le phénotype immunitaire des souris Cernu-/- est bien plus modéré par rapport à ce 
qui est observé chez les patients. En effet, la diminution du nombre de lymphocytes 
périphériques et immatures est bien plus importante chez l’homme mais les numérations 
sanguines de LB et LT ne sont pas nulles comme pour les patients déficients en Artémis. 
L’efficacité de la recombinaison V(D)J a été évaluée auparavant à l’aide de substrats extra-
chromosomiques ou intra-chromosomiques dans les cellules de patient (Buck D et al., 2006), 
dans des cellules ES issues de souris déficientes pour Cernunnos (Zha S, Alt FW et al., 2007) 
et dans une lignée murine pro-B (Li G et al., 2008). Comme pour les thymocytes DN issus de 
notre modèle murin le défaut est partiel dans ces cellules, et bien moins sévère que pour 
Artémis. Ceci peut expliquer le phénotype immunitaire modéré chez la souris et la présence 
de quelques lymphocytes B et T circulants chez l’Homme mais n’exclut pas que Cernunnos 
puisse avoir un rôle supplémentaire chez l’Homme, ou que les lymphocytes humains soient 
plus sensibles que les lymphocytes murins. Autre élément distinct, la rareté des cellules naïves 
dans le sang des patients, ce qui peut être le reflet d’un défaut dans le développement 
lymphocytaire. L’origine de ce défaut est probablement lié au défaut partiel de recombinaison 
V(D)J qui n’a pu être évalué directement dans les lymphocytes humains, ou à l’accumulation 
plus importante de dommages à l’ADN dans ces cellules, ou encore un épuisement face des 
infections répétées. Ce dernier point est important à soulever puisque les souris sont élevées 
dans un milieu protégé des pathogènes. Aussi, l’extrapolation de la souris vers l’homme n’est 
pas toujours évidente, notamment sur le plan immunologique, on peut penser que le système 
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immunitaire inné des rongeurs les protège mieux que celui des patients. Enfin, il existe une 
différence notable entre patients et souris déficientes, les patients présentent tous une 
microcéphalie alors qu’aucune anomalie anatomique n’est observée chez nos animaux.  
 
B. Sévérité des phénotypes des souris déficientes en XRCC4 ou 
DNA-ligase IV comparée à Cernunnos 
 
Chez la souris, le défaut en DNA-LigaseIV ou XRCC4 entraîne une létalité 
embryonnaire et un défaut complet de la recombinaison V(D)J. Cernunnos interagit avec ces 
deux protéines au sein du complexe de ligature, on pourrait donc s’attendre à ce que son 
absence dans un modèle murin KO ait des conséquences similaires. Or, ce n’est pas le cas et 
le phénotype des souris invalidées pour Cernunnos, tant le nôtre que celui précédemment 
publié, est bien plus modéré avec un développement embryonnaire et lymphocytaire correct. 
De même, notre équipe a identifié un patient portant une délétion génomique homozygoyte 
des exons 2 à 5 de Cernunnos, il en résulte une absence totale de protéine (non publié). 
Aucune mutation de XRCC4 chez l’Homme n’a été publiée et les deux mutations publiées 
aboutissant à une perte totale de la DNA-LigIV sont présentes à l’état hétérozygote 
(Chistiakov DA et al., 2009 pour revue). Il semblerait donc que le complexe DNA-
LigIV/XRCC4 soit essentiel à la vie, tandis que Cernunnos est dispensable pour la survie et le 
développement embryonnaire chez l’Homme et la souris. 
 
1. Stabilisation de la DNA-ligaseIV par XRCC4 
 
Pour expliquer cette différence, on peut évoquer les rôles distincts que jouent les 
protéines du complexe de ligature. La DNA-LigIV est responsable de l’activité catalytique de 
liaison des extrémités, sans quoi il ne peut y avoir de réparation. En effet, la recombinaison 
V(D)J est totalement dépendante du NHEJ pour la réparation des cassures induites par 
RAG1/2. Les DNA-LigI et III ne peuvent remplacer la DNA-LigIV pour la réparation de 
substrats de type V(D)J, et la sensibilité aux RI est très importante en absence de DNA-LigIV 
ou d’XRCC4 (Grawunder U et al., 1998). Il existe des études biochimiques montrant que ces 
ligases peuvent relier des extrémités double-brin d’ADN (Gu J, 2007 ; Chen L, Trujillo K, 
Sung P et al., 2000 ; Grawunder U et al., 1998). En revanche, la complémentation in vivo n’a 
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été montrée que pour la DNA-LigIII avec une efficacité moindre et une cinétique plus longue 
(Wang H, Rosidi B, Perrault R et al., 2005). L’activité catalytique de XRCC4 n’est pas 
connue mais le modèle murin KO pour XRCC4 a un phénotype quasiment identique à celui 
de la DNA-LigIV. Ceci est dû à la stabilisation de la DNA-LigIV par XRCC4, elle est 
dégradée en absence d’XRCC4. En quelque sorte, un KO de XRCC4 équivaut à un double 
KO. Aussi, des formes mutantes de DNA-LigIV qui ne peuvent interagir correctement avec 
XRCC4 perdent leur activité de ligature. L’étude de mutations hypomorphes de la DNA-
LigIV chez des patients (Chistiakov DA et al., 2009 pour revue) et dans un modèle murin 
(Nijnik A et al., 2009) montrent que ce complexe, à travers le NHEJ, joue un rôle important 
dans de nombreux processus tels que la prolifération cellulaire, le développement lymphoïde, 
la survie des lymphocytes en périphérie et la stabilité génomique. Comme pour XRCC4, le 
rôle catalytique de Cernunnos n’est pas connu, bien que lui soit attribuée une fonction 
stimulatrice de la DNA-LigIV au sein du complexe de ligature (Lu H, Pannicke U et al., 
2007 ; Riballo E et al., 2009). L’interaction de Cernnunos avec la DNA-LigIV n’est pas 
directe mais se fait via XRCC4 qui est liée à la DNA-LigIV. Aussi il n’y aurait pas d’effet 
délétère de l’absence de Cernunnos pour la formation du complexe de ligature et son 
recrutement à la cassure (Wu PY, Frit P et al., 2007).  
 
2. Analogie entre neurones post mitotiques et thymocytes 
double-positifs  
 
Un des contribuant majeur de la létalité embryonnaire dans les souris déficientes pour 
DNA-LigIV/XRCC4 est la sénescence massive de cellules du système nerveux en cours de 
développement. Plus précisément, ce sont des neurones post-mitotiques de la zone 
intermédiaire et de la plaque corticale qui meurent par apoptose (Barnes DE et al., 1998 ; Gao 
Y, Sun Y et al., 1998). Comme pour les thymocytes DP qui sont issus des thymocytes DN4, 
ces neurones sont issus d’une population de progéniteurs ayant fortement proliféré dans la 
zone ventriculaire. Thymocytes DP et neurones de la zone intermédiaire sont des cellules 
quiescentes et l’apoptose ne peut être expliquée par le stress réplicatif. Il est donc possible que 
ces cellules soient soumises aux mêmes types de dommages à l’ADN qui ne peuvent être 
correctement pris en charge par un mécanisme de réparation autre que le NEHJ. Aussi, ces 
cellules ne se répliquant plus, on dit qu’elles sont sorties du cycle cellulaire et demeurent au 
stade G0, le mécanisme de réparation des CDB de l’ADN majoritaire est donc le NHEJ. La 
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sensibilité des neurones aux dommages à l’ADN lors de l’embryogénèse est bien connue, 
notamment lors de la phase d’intense prolifération des progéniteurs. Les modèles murins 
déficients pour DNA-LigIV/XRCC4 montrent que les mécanismes de réparation de l’ADN 
ont aussi un rôle important dans les phases de maturation et de différenciation (McKinnon PJ, 
2009 ; Lee Y, McKinnon PJ, 2007 pour revues). Autre point commun entre thymocytes DP et 
neurones post-mitotiques, l’élimination de cellules par apoptose est un phénomène observé 
dans les souris sauvages et fait partie du processus de différenciation, ainsi seul 5% des 
thymocytes DP sont sélectionnés pour poursuivre leur maturation vers le stade SP. Dans le 
système nerveux, ATM serait essentiel au déclenchement de l’apoptose via p53 pour les 
cellules en cours de différenciation et, dispensable dans les cellules mitotiques qui 
parviennent à activer p53 et à cliver la caspase 3 en absence d’ATM (Lee Y, Chong MJ, 
McKinnon PJ, 2001). Ainsi, la suppression de cellules par apoptose lors du développement du 
système nerveux se ferait différemment en fonction de l’état de la cellule et de sa capacité à 
proliférer. Ceci explique comment le croisement de souris DNA-LigIV-/- avec des souris 
ATM-/- bloquerait l’apoptose neuronale, rétablissant ainsi la létalité embryonnaire sans 
corriger le développement du système immunitaire (Lee Y, Barnes DE et al., 2000 ; Sekiguchi 
J, Fergusson DO et al. 2001). En effet, le blocage du développement lymphoïde des souris 
DNA-LigIV se fait à un stade indifférencié pré-mitotique. En ce qui concerne les thymocytes 
DP, leur survie est assurée par une élévation de Bcl-xL appartenant à la famille des facteurs 
anti-apoptotiques Bcl2. Bcl-xL est le protagoniste final d’un réseau de facteurs de 
transcriptions régulant la survie des thymocytes DP dont la durée de vie influe sur les 
opportunités de sélection de ces cellules (Wang R, Xie H et al., 2012 pour revue).  
Pour en revenir à Cernunnos, nous montrons que les thymocytes, dont la quasi-totalité sont 
DP, présentent une mortalité élevée liée à une activation de la voie p53 de l’apoptose. La 
cause de cette activation peut être des dommages à l’ADN, de préférence des CDB devant 
être prises en charge par le NHEJ. Parmi les sources endogènes de tels dommages, on peut 
citer les ROS. Or, les ROS sont très abondants dans le cerveau car les concentrations en 
oxygène y sont importantes afin de répondre aux besoins énergétiques élevées des cellules du 
système nerveux central (SNC). Notons d’ailleurs qu’en cas d’hypoxie ou d’hypoglycémie, le 
premier organe atteint est le SNC. Mais les ROS ne sont pas la seule source de dommages et 
d’autre métabolites cellulaires peuvent être en cause. Afin de mieux établir le parallèle entre 
thymocytes DP et neurones post-mitotiques il pourrait être intéressant d’observer le 
comportement des thymocytes DP en présence d’un inhibiteur d’ATM (Ku55933). Par 
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ailleurs, l’observation d’une surexpression protéique de p53 ou de sa forme phosphorylée 
dans les thymocytes, permettrait de confirmer l’activation des cibles que nous avons montrée 
par quantification des transcrits. Cependant, une étude récente d’un modèle murin 
transgénique pour une mutation viable de la DNA-LigIV suggère que le mécanisme 
aboutissant à l’apoptose des neurones post-mitotiques de la zone intermédiaire est la 
persistance d’un petit nombre de CDB formées lors de la phase proliférative précédente (Gatz 
SA et al., 2012). Ils démontrent que, dans les progéniteurs des zones ventriculaires et sub-
ventriculaires, le point de contrôle G2/M ne s’active pas et serait donc permissif en dessous 
d’un certain seuil de CDB de l’ADN. Là aussi, l’évaluation de la sensibilité aux RI des 
thymocytes DP et DN est une piste pour explorer l’apoptose in vivo dans notre modèle murin 
Cernu-/-. 
Bien qu’il n’y ait pas de létalité embryonnaire, ni d’anomalies du SNC macroscopiquement 
visibles dans les souris Cernu-/-, il n’est pas impossible qu’elles présentent des anomalies 
histologiques ou cellulaires. Et ce d’autant plus que les patients ayant un déficit de Cernunnos 
sont caractérisés par une microcéphalie. Un autre argument en faveur d’une exploration du 
SNC est l’existence d’un grand nombre de cellules apoptotiques dans la zone intermédiaire 
proche du ventricule dans les embryons des souris KO pour Ku70 ou Ku80 (Gu Y, Sekiguchi 
J et al., 2000). Ce type de dommages n’est par observable dans le cerveau des embryons de 
souris KO pour DNA-PKcs. Malgré la concordance spatio-temporelle du défaut de 
neurogénèse avec les souris KO DNA-LigIV, ce défaut est moins sévère chez les souris KO 
pour Ku. Ceci confirme le rôle du NHEJ dans le développement des neurones, et avec un rôle 
plus important pour le complexe DNA-LigIV/XRCC4 que pour le dimère Ku.  Ce qui revient 
à poser la question d’une fonction supplémentaire unique de la DNA-LigIV dans le 
développement embryonnaire des mammifères.  
 
3. Effets de la suppression de p53 sur le phénotype des souris 
 
L’invalidation de p53 dans les souris KO pour XRRC4 ou DNA-LigIV permet de 
contourner la létalité embryonnaire en rétablissant la survie des neurones post-mitotiques et la 
prolifération cellulaire (Frank KM et al., 2000 ; Gao Y, Ferguson DO et al., 2000). Mais ce 
rétablissement se fait au pris d’une instabilité génomique et donc de lymphomes B portant des 
translocations entre le locus de l’IgH (sur le chromosome 12 chez la souris) et le locus de 
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l’oncogène c-myc (sur le chromosome 15 chez la souris). Le même phénomène est observé 
chez les souris double-KO pour p53 et Ku80 ou DNA-PKcs (Difilippantonio MJ et al., 2000 ; 
Lim DS et al., 2000 ; Vanasse GJ et al., 1999). Ces translocations sont clairement liées à la 
persistance de CDB induites par RAG1/RAG2 et sont accompagnées d’amplifications de 
certaines régions des chromosomes 12 et 15 (C12 et C15) qui se trouvent transférées sur un 
autre chromosome (Zhu C, Mills KD et al., 2002). Les translocations C12-C15 sont 
comparables à ce qui est observé chez l’homme dans les lymphomes de Burkitt 
(Difilippantonio MJ et al., 2000). L’amplification de régions contenant des oncogènes est un 
mécanisme répandu lors la transformation tumorale des cellules, le déclenchement de l’arrêt 
cellulaire et de l’apoptose par p53 permet d’éviter ces anomalies chromosomiques. Ce 
processus de translocations dépendant de p53 n’est pas limité aux LB, ainsi la suppression de 
XRCC4 dans les progéniteurs neuronaux exprimant la nestine dans un modèle murin de KO 
conditionnel croisé sur fond p53-/- entraîne la formation de médulloblastomes (Yan CT et al., 
2006 ). Les cellules issues de ces tumeurs présentent des translocations entre le gène n-myc et 
d’autres gènes impliqués dans les médulloblastomes humains. Ces résultats montrent bien que 
p53 est important pour la suppression de l’instabilité génomique en absence du NHEJ. 
Lorsque nous avons croisé nos souris Cernu-/- sur un fond p53-/- nous n’avons pas observé de 
mortalité plus précoce par rapport aux souris contrôles p53-/- de la même portée. De même, Li 
et al. n’ont pas observé d’effet sur l’âge de décès des souris et n’ont observé qu’un seul 
lymphome B, la plupart des souris ayant décédé suite à un lymphome thymique dont les 
cellules ne présentaient pas de translocations clonales (Li G et al., 2008). Ceci est en accord 
avec le défaut modéré de recombinaison V(D)J dans les lymphocytes des souris Cernu-/-. Il est 
intriguant de noter que six des huit souris décédées de lymphome thymique avaient également 
développé un médulloblastome in situ comme observé dans d’autres modèles murins déficient 








C. Rôle de Cernunnos dans la jonction des extrémités non 
homologues en fonction du contexte 
 
La suppression de Cenunnos entraîne un défaut de recombinaison V(D)J partiel avec 
la formation de joints codants corrects, la délétion de nucléotides étant comparable ou 
légèrement augmentée par rapport aux contrôles. Cependant, les joints signaux sont infidèles 
comme montré dans divers lignées cellulaires et dans les thymocytes DN. Contrairement aux 
cassures induites par les enzymes RAG, la réparation de cassures induites par des RI ou 
d’autres agents génotoxiques est fortement affectée comme démontré dans des fibroblastes 
humains (Buck D et al., 2006), des lignées cellulaires humaines (Ahnesorg P et al., 2006), des 
cellules ES (Zha S, Alt FW et al., 2007), des MEF et des lignées pro-B (Li G. et al., 2008 ; 
travaux présentés ici). De plus l’Ig-CSR est autant altérée qu’en absence du complexe DNA-
LigIV/XRCC4 (Li G. et al., 2008 ; travaux présentés ici). Ce paradoxe suggère qu’il existe un 
rôle spécifique de Cernunnos dans le complexe de ligature qui n’est pas compensé en dehors 
du contexte de la recombinaison V(D)J.  
 
1. Organisation et structure du complexe de ligature 
 
Ces dernières années, de nombreux travaux se sont portés sur les interactions entre les 
facteurs du NHEJ, nous permettent de mieux visualiser l’articulation du NHEJ et sa séquence 
mécanistique. Ainsi ce serait le dimère Ku, et non XRCC4, qui recrute Cernunnos à la cassure 
(Yano k, Morotomi-Yano K, Wang SY et al., 2008). La liaison entre Cernunnos et le dimère 
Ku est ADN-dépendante et, conformément à ce qui avait été montré (Lu H, Pannicke U et al., 
2007 ; Hentges P et al., 2006), elle ne peut se faire qu’avec des segments d’ADN de plus de 
65 pb. Par ailleurs, il semblerait que ce soit la partie C-terminale de Cernunnos qui interagit 
avec les domaines d'hétérodimérisation de Ku (Yano K, Morotomi-Yano K, Lee KJ et al., 
2011). Mais des travaux antérieurs montraient l’importance de XRCC4, de DNA-LigIV et de 
DNA-PKcs pour stabiliser la liaison de Cernunnos à la cassure, ces interactions étant 
indépendante de l’ADN puisqu’elles sont conservées en présence de bromide d’ethidium (Wu 
PY, Frit P et al., 2007 ; Yano K, Morotomi-Yano K, Adachi N, et al., 2009 pour revue). De 
façon intrigante, la partie C-terminale de Cernunnos (aa 231 à 299) n’est pas essentielle à 
l’interaction de Cernunnos avec XRCC4/DNA-ligIV ni à la réparation de CDB de l’ADN 
dans la cellule (Malivert L et ak. 2009 ; Lu H, Pannicke U et al., 2007). On peut donc 
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imaginer que le recrutement au niveau de la cassure se fait initialement par interaction avec un 
fragment d’ADN lié au dimère Ku, puis XRCC4 va renforcer et stabiliser l’association 
Cernunnos/ADN tout en étant lié à la DNA-LigIV. Une autre interprétation serait d’attribuer 
deux fonctions différentes à Cernunnos, un rôle de stabilisation de la cassure dépendant de sa 
liaison à l’ADN et de son interaction avec Ku, et un rôle de stimulation de la DNA-LigIV par 
son interaction avec XRCC4. 
La cristallisation des protéines Cernunnos et XRCC4, associée à des expériences de 
mutagénèse dirigée, ont permis de confirmer que l’interaction se fait au niveau des têtes 
globulaires et d’identifier les résidus impliqués (Andres SN et al., 2007 ; Deshpande RA, 
Wilson TE, 2007 ; Malivert L et al., 2010). Ces premières études prédisaient un assemblage 
du complexe Cernunnos/XRCC4 comme une succession d’hétérodimères alignés côtes à côtes 
au niveau de leurs têtes globulaires, tandis que les tiges hélicoïdales se détacheraient de l’axe 
conformément à l’encombrement stérique et aux régions d’interaction avec la DNA-LigIV. 
Ces prédictions se sont avérées justes puisque qu’un tel filament existe en solution et a été mis 
en évidence par trois équipes, grâce à des techniques différentes telles que la cristallographie 
pour les protéines tronquées de leurs partie C-terminale, la microscopie à force atomique 
(AFM pour Atomic Force Microscopy) pour les protéines entières, la diffusion des rayons X 
aux petits angles (SAXS pour Small Angle X-ray Scattering) et la microscopie électronique 
pour les protéines entières ou tronquées (Ropars V, Drevet P, Legrand P, et al., 2011 ; 
Hammel M, Rey M et al., 2011 ; Hammel M, Yu Y et al., 2010 ; Andres SN et al., 2012). En 
effet, les parties C-terminales d’XRCC4 et Cernunnos ne sont pas assez structurées ou bien 
trop flexibles pour être observées en cristallographie. L’angle entre les tiges de deux dimères 
de Cernunnos et d’XRCC4 voisins est d’environ 30°, cette valeur est retrouvée par les deux 
équipes. Ainsi, les dimères vont tourner autour d’un axe, que l’on peut imaginer traversant les 
têtes globulaires, avec un angle constant (Fig. 21). Plusieurs filaments de 5nm de diamètre se 
forment et se placent parallèlement les uns aux autres, tout en s’enroulant comme une hélice 
de 20-25 nm de diamètre (Ropars V, Drevet P, Legrand P, et al., 2011). Ces filaments sont 
plus longs et se forment plus rapidement lorsque Cernunnos est entier, rappelant ainsi le rôle 
de la partie C-terminale dans le recrutement à la CDB (Hammel M, Rey M et al., 2011 ). 
Hammel M et al. ont identifié des domaines de liaison à l’ADN au niveau de l’interface 
Cernunnos/XRCC4, qui diffèrent de ceux connus pour Cernunnos seul, et ont testé leur 
capacité de liaison à un fragment de 40pb. Andres SN et al. ont confirmé l’existence de ces 
domaines de liaisons supplémentaires et ont étudié la formation de complexes protéines/ADN 
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avec des fragments de 500pb, 1000pb et plus. Il semblerait que deux types de complexes 
nucléoprotéiques puissent se former, l’un relie deux fragments d’ADN en les maintenant bout 
à bout, et l’autre relie les fragments en les tenant côtes à côtes grâce à deux filaments 
parallèles reliés par les tiges de XRCC4. La façon dont se positionne l’hélice d’ADN n’est pas 
claire, elle pourrait soit être entourée par un ou plusieurs filaments, soit s’enrouler autour du 
filament Cernunnos/XRCC4. La présence des domaines BRCT de la DNA-LigIV perturbe la 
formation de grands réseaux de nucléoprotéines sans abolir la formation de complexes 
nucléoprotéiques plus simples. Quoiqu’il en soit, la mise en évidence d’un tel filament permet 
d’éclairer un peu plus la façon dont s’organisent les facteurs du NHEJ autour de la CDB et on 
peut lui attribuer un rôle de plateforme pour l’intervention de DNA-PKcs, de la DNA-LigIV, 
ou d’autres protéines.  
 
2. Stabilisation de la jonction de réparation 
 
Les premières études suggéraient que Cernunnos participe à la stabilisation de la 
jonction, et le filament formé par Cernunnos et XRCC4 semble répondre parfaitement à cette 
fonction. En effet, la formation du filament est dépendante de la présence de Cernunnos et ce 
filament est capable de créer un pont entre les extrémités d’ADN qui pourrait donc stabiliser 
la portion non recouverte par l’hétérodimère Ku lorsqu’il se déplace le long de l’hélice. De 
même, DNA-PKcs perd son affinité à l’ADN quand il s’autophosphoryle et laisse donc les 
extrémités nues. Ceci expliquerait donc le défaut important de réparation des cassures induites 
par des RI ou des drogues génotoxiques, ou encore que la réparation d’extrémités complexes 
ou nécessitant la synthèse d’un néo-brin soit plus affectée en absence de Cernunnos 
(Akopiants, K et al., 2009). D’ailleurs, il a récemment été montré, que l’interaction avec 
XRCC4 pour former  un filament, indépendamment de la DNA-LigIV, est nécessaire à la 
formation du joint codant et non du joint signal lors de la recombinaison V(D)J (Roy S et al., 
2012). A noter également que la fréquence de commutation isotypique des Ig est affectée de 
manière similaire qu’en absence de XRCC4 (Li G et al., 2008 ; résultats présentés ici). Bien 
que des jonctions directes Sµ-Sγ1 soient détectées, elles sont deux fois moins nombreuses que 





Cernunnos agit de deux façons pour favoriser la ligature des extrémités par le 
complexe DNA-LigIV/XRCC4. Une est dépendante de l’ATP et agit sur l’adénylation du 
complexe afin que la ligase rejoigne les brins un à un, l’autre est indépendante de l’ATP et 
stabilise l’ADN (Riballo E. et al., 2009). Ainsi, d’autres facteurs de la réparation, externes au 
NHEJ, pourraient intervenir dans la stabilisation des extrémités lorsque Cernunnos est absent, 
et ce d’autant plus que la fonction catalytique et le recrutement du complexe XRCC4/DNA-
LigIV ne sont pas complètement abolis. Néanmoins, même si la fonction de stabilisation et de 
connexion des extrémités est à peu près maintenue, une activité catalytique ralentie de la 
DNA-LigIV peut produire une certaine déstabilisation, ou devenir permissive à d’autres 
mécanismes de réparation moins fidèles tels que le NHEJ-A. En cas d’exposition aux RI, la 
cellule pourrait rapidement être dépassée par le nombre de dommages à l’ADN et entrer en 
apoptose. Des candidats potentiels à la stabilisation des extrémités de la CDB de l’ADN 
seraient les facteurs qui agissent dans la détection et la signalisation de ces CDB, c’est à dire 
le complexe MRN, H2AX, 53BP1 ou encore ATM. Des modèles murins invalidés pour ces 
facteurs existent et montrent, en plus des signes caractéristiques d’instabilité génomique, une 
atteinte plus ou moins modérée du système immunitaire. L’invalidation d’une des protéine du 
complexe MRN entraîne une létalité embryonnaire, mais l’étude de mutations hypomorphes 
de MRE11 et NBS1 a permis de mettre en évidence leur rôle dans la réparation de CDB de 
l’ADN induites par RAG (Helmink BA et al., 2009 ; Deriano L et al., 2009). Aussi le 
complexe MRN, dont MRE11 en particulier, agirait sur le NHEJ classique (NHEJ-C) et 
alternatif (NHEJ-A) lors de l’Ig-CSR (Dinkelmann M et al., 2009), ou pour la réparation de 
substrats intra-chromosomiques (Rass E et al., 2009 ; Xie A, Kwok A, Scully R, 2009). 
L’effet sur le NHEJ serait différent selon que MRE11 agisse par l’activation d’ATM ou par 
son activité nucléasique, mais il serait indépendant d’H2AX. Cependant, les LB déficients 
pour MRE11 ou NBS1 prolifèrent mal, ce qui contribue fortement au défaut d’Ig-CSR. En ce 
qui concerne ATM (Barlow C et al., 1996 ; Elson A et al., 1996 ; Xu Y et al., 1996), 53BP1 
(Ward IM et al., 2003 ; Morales JC et al., 2003) et H2AX (Celeste A et al., 2002 ; Bassing 
CH, Chua KF et al., 2002), les modèles murins KO sont viables et présentent une diminution 
du nombre de thymocytes et de LT matures, avec une diminution des LB pour H2AX et des 
pré-B (B220+ IgM-) de la MO pour ATM et 53BP1. La seule anomalie du développement T 
observée est un léger blocage des thymocytes déficients pour ATM au stade DP, il affecte 
davantage les LT CD4 qui sont très diminués en proportion. Dans ces trois modèles l’Ig-CSR 
est diminuée ce qui suggère qu’ils sont impliqués dans la réparation des CDB soit par le 
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NHEJ-A et soit par le NHEJ-C (Ward IM et al. 2004 ; Lumsden JM et al., 2004 ; Stavnezer J 
et al., 2010 pour revue). 
 
3. Particularité de la recombinaison V(D)J 
 
La réparation de CDB de l’ADN accidentelles ou résultant de l’action d’AID lors de 
l’Ig-CSR peut être prise en charge par d’autres mécanismes de réparation que le NHEJ-C. Ce 
n’est pas le cas de la recombinaison V(D)J où le Complexe de Post Clivage (CPC) formé par 
les protéines RAG1/RAG2 guide la réparation vers le NHEJ-C en bloquant la recombinaison 
homologue ou d’autres mécanismes moins fidèles. Ainsi, une déstabilisation de ce CPC par 
des mutations de RAG favorise l’utilisation de ces mécanismes pour la réparation de substrats 
V(D)J (Lee GS et al., 2004 ; Corneo B et al., 2007 ). La suppression du domaine C-terminal 
de RAG2 affecte la ligature des extrémités avec la persistance d’intermédiaires de 
recombinaison (Steen SB et al., 1999). Les souris transgéniques exprimant une des formes 
tronquées de RAG1 ou RAG2 confirment leur rôle dans la réparation avec la formation de 
jonctions aberrantes, notamment des délétions importantes. De plus, lorsqu’elles sont croisées 
sur un fond p53-/- elles développent uniquement des lymphomes thymiques, avec des 
translocations des chromosomes 12 et 14 (Deriano L et al., 2011). Outre son rôle de guidage 
de la réparation, le CPC est fortement attaché aux extrémités ce qui permet également de 
maintenir les extrémités codantes et signales reliées entre elles, assurant une recombinaison 
correcte. L’hypothèse que nous émettons est que lorsque Cernunnos est absent, le CPC sert de 
pont entre les extrémités remplaçant la fonction du filament XRCC4/Cernunnos. Ceci 
expliquerait pourquoi, aux vues d’une activité NHEJ bien réduite in vitro, le défaut de 
recombinaison V(D)J que nous observons dans les fibroblastes de patients (Buck D et al., 
2006) et dans les thymocytes DN de nos souris Cernu-/- (Fig. 24) est bien moins sévère que le 
défaut de réparation de cassures induites par RI ou drogues radiomimétiques (Fig. 23).  
Lors de la recombinaison V(D)J, certains facteurs de la DDR, se retrouvent au niveau 
de la CDB et renforcent probablement la stabilité du PCC (Schatz DG & Swanson PC, 2011 
pour revue). C’est le cas d’ATM pour lequel un rôle dans le maintien des extrémités d’ADN 
au sein du CPC a été démontré (Bredemeyer AL et al., 2006). En effet, l’absence d’ATM 
augmente la fréquence de jonctions aberrantes hybrides entre une extrémité codante et une 
extrémité signal, ainsi que d’extrémités codantes ouvertes mais non réparées. La même équipe 
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a démontré que ces défauts de jonctions hybrides dépendent d’un NHEJ fonctionnel, 
notamment de la présence d’Artémis, DNA PKcs et Ku70 (Bredemeyer AL et al., 2008). De 
plus, les patients et les souris déficients pour ATM développent des lymphomes thymiques 
avec des translocations des loci TCR α et β dépendant de RAG. L’histone H2AX est 
également impliqué dans la protection des extrémités lors de la recombinaison V(D)J. H2AX 
empêche l’ouverture des extrémités codantes en épingle à cheveux par une autre nucléase 
qu’Artémis qui est spécifiquement associée au NHEJ pour cette étape (Helmink BA, Tubbs 
AT et al., 2011). L’action d’une autre nucléase telle que CtIP crée des extrémités difficilement 
prises en charge par le NHEJ, ce qui entraîne des pertes importantes de nucléotides mettant en 
péril la stabilité génomique. γH2AX pourrait recruter MDC1 pour bloquer l’accès de CtIP à la 
cassure en occupant son site de liaison sur NBS1. Le complexe MRN est en effet recruté au 
site de coupure et les lymphocytes murins mutés pour NBS1 ou MRE11 ont un défaut de 
recombinaison V(D)J similaire à ceux des souris ATM-/-. Bien qu’aucune altération des 
jonctions V(D)J n’ait été observée pour des substrats extra-chromosomiques dans les 
fibroblastes, des joints hybrides et un défaut de formation des joints codants et signaux sont 
détectés dans le locus endogène du TCR, du BCR et dans des substrats intra-chromosomiques 
(Helmink BA, Bredemeyer AL et al., 2009). Enfin, 53BP1 est lui aussi impliqué dans la 
recombinaison V(D)J mais le défaut de recombinaison V(D)J est atypique puisqu’il concerne 
plus précisément les réarrangements entre segments V-DJ ou V-J correspondant à des 
distances d’au moins 200kb (Difilippantonio S et al. 2008). Une des conséquences est 
l’utilisation préférentielle des segments Jα distaux issus de réarrangements secondaires (2ème 
et 3ème vagues de réarrangement). Ainsi, 53BP1 aurait un rôle dans les remaniements 
chromatiniens pour rapprocher des segments éloignés dans les loci du TCR et du BCR. A 
noter, que le défaut de recombinaison V(D)J qui touche les thymocytes DP (réarrangement 
Vα-Jα en cours) entraîne une accumulation d’aberrations chromosomiques et la mort de ces 
cellules par apoptose. A ce jour, le rôle de RAG dans le recrutement de ces protéines n’est pas 
élucidé mais une interaction entre MDC1 et RAG1 est probable (Schatz DG & Swanson PC, 
2011). 
Récemment, des croisements de souris Cernunnos KO avec des KO d’ATM, H2AX et 
53BP1 ont été publiés. Les souris Cernunnos-/- H2AX-/- sont létales au stade embryonnaire 
avant J13.5, tandis que les souris Cernunnos-/- ATM-/- sont viables et ont un défaut de 
recombinaison V(D)J sévère avec une diminution très important de nombre de thymocytes et 
de LB de la rate (Zha S, Guo C et al., 2011). Le blocage de la recombinaison V(D)J se 
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situerait au stade pro-B dans la MO, et la présence de LT DP dans le thymus signe une 
« fuite » de certains progéniteurs. Le défaut de recombinaison V(D)J est testé sur des substrats 
intra-chromosomiques dans des lignées pro-B, il concerne les joints codants et signaux pour 
Cernunnos-/- ATM-/-  avec une accumulation d’extrémités non reliées. Pour les lignées pro-B 
Cernunnos-/- H2AX-/- le défaut de recombinaison V(D)J est un peu moins important que pour 
Cernunnos-/- ATM-/-  en termes d’efficacité et d’accumulation d’extrémités non reliées, qui 
sont d’ailleurs dégradées. Un modèle murin Cernunnos-/-53BP1-/- a aussi été développé, les 
souris sont viables mais ont un défaut de croissance (Liu X, Jiang W et al., 2012 ; Oskenych 
V, Alt FW et al., 2012). Le développement immunitaire est bloqué au stade des progéniteurs 
avec une « fuite » de thymocytes DP. Comme avec  Cernunnos-/- H2AX-/-, l’efficacité de 
liaison des extrémités est diminuée et elles sont dégradées. Il est connu qu’une des fonctions 
d’ATM est de stabiliser le CPC lors de la recombinaison V(D)J (Bredemeyer AL et al., 2006). 
L’observation d’une diminution de l’activité de recombinaison et d’aberrations de la 
réparation dans les souris Cernunnos-/- ATM-/-, confortent notre hypothèse selon laquelle 
Cernunnos est dispensable pour la ligature des jonctions de V(D)J puisque sa fonction de 
maintien des extrémités est redondant avec celle du CPC. 
 
D. Différences entre lymphopoïèse B et T 
 
Le défaut de survie que nous observons dans les thymocytes a un impact sur le 
répertoire T qui est spécifique au réarrangement de la chaîne α du TCR. Il n’y a pas 
d’équivalent pour la chaîne légère des Ig puisqu’elle peut provenir de deux loci distincts, IGK 
et IGL, situés sur des chromosomes différents. Il n’y a pas de vagues de réarrangements pour 
ces loci mais ils sont soumis à l’exclusion allélique. Du point de vue de la diversité des 
récepteurs des lymphocytes, les LB ont au total six allèles différents à utiliser tandis que les 
LTαβ en ont quatre. Il est donc possible que l’organisation de la recombinaison V(D)J dans le 
locus TRA et sa taille permettent aux LTαβ d’avoir une chance de plus de produire un 
récepteur fonctionnel et donc une large populations de lymphocytes différents. 
En ce qui concerne l’autre mécanisme de recombinaison somatique, l’Ig-CSR est spécifique 
des LB et ne dépend pas d’une nucléase pour la formation de CDB de l’ADN. La nature des 
extrémités et les nombreuses cassures produites par AID dans les régions S des IgH diffèrent 
fortement de la cassure unique créée par RAG1/2. Le NHEJ-C a un rôle important  dans leur 
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réparation mais il n’est pas essentiel. En effet, le (ou les) NHEJ-A est capable d’effectuer la 
recombinaison de ces segments avec une cinétique plus longue et une efficacité moindre mais 
suffisante. Autre aspect qui peut expliquer cette indépendance relative du NHEJ-C, est qu’il 
n’y a pas de canalisation de la réparation par RAG et le CPC, l’accès aux cassures est donc 
probablement plus perméable et dépendant des facteurs de la DDR. Ainsi, même en présence 
d’un NHEJ-C fonctionnel, il n’est pas impossible que les NHEJ-A interviennent. Le déficit en 
Cernunnos diminue l’efficacité de l’Ig-CSR et favorise l’utilisation de longues micro-
homologies de manière similaire à ce qui est observé pour XRCC4-/- (Soulas-Sprauel P et al., 
2007b ; Yan CT et al., 2007 ; Li G et al., 2008 ; travaux présentés ici). Néanmoins, la 
présence de quelques jonctions Sµ-Sγ1 reliées directement sans pertes ni ajouts de nucléotides 


















II. Hélicases, instabilité génomique et système 
hématopoïétique 
 
Le phénotype très hypomorphe de notre patient peut être le résultat d’une fonction 
résiduelle de la protéine ou bien le fait que cette protéine n’a pas de rôle essentiel dans le 
mécanisme auquel elle participe. Il existe de nombreuses hélicases dans les cellules 
eucaryotes, il n’est pas impossible que leurs fonctions soient redondantes. Le tableau clinique 
initial du patient étant assez proche de celui de l’Anémie de Fanconi (AF), il existe la 
possibilité qu’il y ait eu une réversion spontanée de la mutation dans les cellules 
hématopoïétiques comme cela a déjà été observé chez les patients souffrant d’AF (Soulier J, 
2011 pour revue). Cependant, le patient a très récemment développé un lymphome B et les 
fibroblastes primaires sont bien moins sensibles à la mmc que s’il y avait une mutation d’un 
des gènes FANC. De plus, le profil d’expression de ce gène suggère un rôle plus important 
dans les cellules hématopoïétiques, et en particulier dans les LT matures. 
 
A. Redondance et multiplicité des hélicases  
 
1. Propriétés communes des hélicases 
 
Les hélicases sont des protéines très conservées dans l’évolution depuis les 
procaryotes, jusqu’aux mammifères, en passant par les eucaryotes unicellulaires. Elles 
utilisent l’énergie de l’hydrolyse de l’ATP ou d’un autre NTP (Nucléotide Triphosphate) pour 
séparer deux brins d’acide nucléique (AN) et se déplacer le long de cet AN (Patel SS, 
Donmez I, 2006 pour revue). On peut les classer en fonction de leur substrat nucléique (ADN 
ou ARN) et du sens de déroulement de l’ADN (5’-3’, ou 3’-5’, ou les deux)  (Van Brabant AJ 
et al., 2000 ; Von Hippel PH, Delagoutte E, 2001 pour revue). Elles sont utilisées par la 
cellule dans tous les processus nécessitant d’accéder à de l’ADN simple brin, lors de la 
transcription, de la réplication ou encore de la réparation. Comme nous l’avons fait avec la 
séquence protéique de PHP, les hélicases sont identifiables informatiquement grâce à la 
présence de sept motifs très conservés d’aa. En fonction du degré d’homologie de ces motifs, 
trois principales superfamilles d’hélicases sont décrites, dont la superfamille 2 (SF2) à 
laquelle appartiendrait PHP. Les motifs conservés I et II de SF1 et SF2 seraient impliqués 
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dans la liaison avec le co-facteur étant donnée leur homologie avec les « Walker boxes » 
fréquemment retrouvés dans des protéines de liaison aux NTP.  
Néanmoins, toutes les protéines possédant ces motifs hélicases n’ont pas l’activité de 
séparation des deux brins d’ADN, pour certifier qu’il s’agit d’une hélicase il faut tester 
l’activité biochimique. Un bon exemple de cette contradiction est le cas des hélicases à ADN 
de la famille SWI2/SNF2, comprenant notamment RAD54 qui a une structure proche de celle 
prédite pour PHP (Thomä NH et al., 2005 pour la structure du domaine SWI2/SNF2 de 
RAD54). Le domaine catalytique cœur des enzymes SWI2/SNF2 partage une similitude de 
séquence avec l’hélicase RecA d’Escherichia coli, ce qui les rattache à la SF2, en plus des 
motifs hélicase conservés. 
 
2.  Diversité de fonction des hélicases 
 
Les hélicases comprennent donc une grande variété de protéines n’ayant pas toute la 
capacité de dérouler l’hélice à ADN mais toutes sont impliquées dans les phénomènes 
d’accessibilité à l’ADN. La famille SWI2/SNF2 comprend de nombreuses protéines 
impliquées dans le remaniement de la chromatine comme Snf2/Swi2 et ISWI (Pazin MJ, 
Kadonaga JT, 1997 pour revue, réf  plus récente dans BBA 2011, Ceballos SJ, Heyer WD, 
2011). Ainsi, RAD54 s’associe à RAD51 lors de la HR pour déplacer le brin d’ADN à réparer 
et l’associer au brin homologue (Ceballos SJ, Heyer WD, 2011). L’activité catalytique de ces 
protéines permet de résoudre des structures complexes d’ADN comme des boucles, des 
duplex et d’autres associations ADN/protéines. Nombre de ces protéines sont donc impliquées 
dans la DDR et en particulier dans la réparation de l’ADN (Heyer W-D et al., 2006).  
Pour en revenir à des hélicases plus « classiques », nous en avons évoquées quelques-unes 
dans la partie I de l’introduction qui interviennent dans la réparation de l’ADN associée à la 
réplication, ou à la transcription comme XPD et XPB dans le complexe TFIIH. Les hélicases 
se trouvent souvent au sein de larges complexes et ces complexes ne recrutent pas toujours la 
même hélicase en fonction du type de structure d’ADN à résoudre. De même, une hélicase 
peut s’associer à plusieurs complexes et participer à différents mécanismes. Un bon exemple 
est la famille des hélicases RECQ dont l’hélicase BLM est impliquée dans la phase de 
résection de l’ADN de la HR mais qui peut être supplée par l’hélicase DNA2 (Mimitou EP, 
Symington LS, 2009 pour revue). BLM est aussi impliquée dans d’autres phases de la HR, 
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notamment par la stimulation de l’activité d’échange entre brins homologues de RAD51 
(Bugreev DV et al., 2009), ou la stimulation de RAD54 (Tikoo S, Sengputa S, 2010). Mais 
BLM a également un rôle dans la protection des télomères (Barefield C, Kariseder J, 2012) et 
une fonction anti-recombinaison (Onclerq-Delic R et al., 2003). De son côté, DNA2 participe 
aussi à la réplication de l’ADN (Peng G, Dai H, Zhang W, et al. 2012 ; Duxin J, Moore H et 
al., 2012). Il existe donc une certaine redondance entre hélicases, et des phénomènes de 
compensation qui pourraient expliquer le phénotype hypomorphe de notre patient. Une 
manière intéressante d’illustrer ceci est d’évoquer les pathologies humaines causées par des 
mutations des hélicases.  
 
B. Hélicases à ADN et instabilité génomique en pathologie 
 
Etant donné l’importance des hélicases dans la maintenance du génome et tous les 
phénomènes de remaniement chromatinien, l’instabilité génomique et la prédisposition aux 
cancers est un critère clinique commun à ces pathologies (Van Brabant AJ et al., 2000 ; 
Mohaghegh P & Hickson ID, 2001 pour revue). Autre trait commun de ces syndromes, la 
pléiotropie des hélicases implique des atteintes possibles sur plusieurs systèmes de 
l’organisme.  
 
1. Hélicases  de la famille RecQ 
 
Chez l’homme, la famille RecQ compte cinq membres, RECQL1, RECQL2 ou BLM, 
RECQL3 ou WRN, RECQL4, et RECQL5. A ce jour, trois de ces hélicases ont été identifiées 
comme cause de pathologie chez l’homme, BLM pour le syndrome de Bloom, WRN pour le 
syndrome de Werner, et RECQL4 pour le syndrome de Rothmund-Thomson (Monnat RJ, 
2010 pour revue). Ces trois syndromes suivent une transmission autosomique récessive. Nous 
avons déjà parlé du syndrome de Bloom dans la partie III-D-3 de l’introduction, certains 
signes cliniques sont partagés avec les deux autres syndromes. Il s’agit de la prédisposition 
aux cancers, des défauts de croissance et du développement, et du vieillissement prématuré. 
Contrairement au syndrome de Bloom, les cancers développés par les patients souffrant de 
syndrome de Werner sont un peu plus ciblés. Les plus fréquents sont les sarcomes des tissus 
mous, les ostéosarcomes, les mélanomes et les carcinomes thyroïdiens (Goto M et al., 1996). 
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Le syndrome de Werner est surtout caractérisé par un vieillissement accéléré, ou progeria, 
avec des atteintes de la peau (aspect contracté, calcification et déformation des articulations), 
des cheveux (gris et perte), des yeux (cataractes) et des os (ostéoporose). Ces patients 
développent également du diabète et sont peu fertiles. Le syndrome de Rothmund-Thomson a 
été initialement décrit pour des anomalies de la peau dans la première année de vie. Ces 
anomalies sont typiques d’une sensibilité au soleil touchant le visage, puis s’étendent sur 
l’ensemble du corps sauf l’abdomen et le dos (Taylor WB, 1957). Ces lésions évoluent vers 
une télangiectasie avec des anomalies de pigmentation. Comme pour le syndrome de Bloom 
mais dans une moindre mesure, ces patients ont un défaut de croissance congénital et 
conservent une petite taille toute leur vie. Ils présentent également des malformations 
osseuses, dentaires, une absence ou une rareté des phanères, et développent fréquemment des 
ostéosarcomes (Wang LL et al., 2001). Deux autres syndromes sont associés à des mutations 
de RECQL4, les syndrome de RAPADILINO et de Baller-Gerold qui partagent certains 
aspects cliniques avec le syndrome de Rothmund-Thomson (Larizza L et al., 2006 pour 
revue).  
Sur le plan moléculaire, les hélicases RecQ appartiennent à la SF2 et possèdent un domaine 
hélicase « cœur » responsable de la liaison avec l’ATP, il est commun à tous les représentants 
de chaque espèce. En C-terminal se trouvent des domaines variables dont un domaine unique 
à la famille RecQ (RQC pour RecQ C-terminal) et un domaine aussi retrouvé dans des 
nucléases (HRDC pour Helicase and RNaseD-like C-terminal). Les domaines C-terminaux 
sont responsables, entre autres, de l’interaction avec le substrat, l’activité hélicase et de la 
localisation nucléaire. La partie N-terminale diffère pour chaque protéine, c’est donc là que se 
trouveront des fonctions spécifiques telle que l’activité endonucléasique pour WRN chez 
Homo sapiens et pour FFA-1 chez Xenopus laevis (Rezazadeh S, 2012 pour revue). Cette 
propriété est d’ailleurs stimulée par le complexe Ku du NHEJ (Cooper MP et al., 2000 ; Li B, 
Comai L, 2001 ; Karmakat P et al., 2002). Chez l’homme, de nombreuses études sur les 
partenaires et les fonctions de ces hélicases mettent en évidence leurs rôles dans la réplication 
et en particulier pour résoudre des blocages de la fourche, dans la maintenance des télomères, 
dans la réparation de l’ADN par la HR et le BER (WRN, BLM et RECQL4), etc. Bien qu’il 
n’y ait pas de patients connus atteint pour les gènes RECQL1 et RECQL5 des études 
fonctionnelles ont montré le rôle de RECQL1 dans la stabilité génomique (Wu Y, Brosh RM, 
2010 pour revue), de RECQL5 dans la HR (Hu Y, Raynard S et al., 2007) et son recrutement 
au site d’une CDB de l’ADN (Popuri V et al., 2012), ainsi que leur rôle dans la suppression 
165 
 
des SCE par interaction avec la Topoisomérase IIIα comme pour BLM (Wang W, Seki M et 
al., 2003). 
2. Hélicases XPB et XPD du NER 
 
Les déficits du NER sont associés au syndrome autosomique récessif Xeroderma 
Pigmentosum (XP), pour lequel sept groupes de complémentation génique ont été identifiés et 
nommés XP A à G. Ces gènes codent pour des protéines intervenant à plusieurs étapes du 
NER, XPB (ou ERCC3) et XPD (ou ERCC2) sont deux hélicases qui se retrouvent au sein du 
complexe TFIIH (pour Transcription Factor IIH) pour dérouler  l’ADN autour de la lésion. Le 
syndrome XP se caractérise par l’apparition précoce de lésions cutanées induites par 
l’exposition au soleil. Ces lésions évoluent fréquemment en cancers touchant les 
kératinocytes, les mélanocytes, les cellules basales et squameuses de l’épithélium (Bradford 
PT et al., 2010). Les autres signes cliniques sont la formation de cataractes et des anomalies 
neurologiques. Des mutations des gènes XPB et XPD sont aussi à l’origine du syndrome de 
Cockayne (CS) et de la Trichothiodystrophie (TTD) qui se distinguent par une faible 
prédisposition aux cancers (Kamenisch Y & Berneburg M, 2009 pour revue). Comme pour le 
syndrome XP, les patients ont une photosensibilité marquée et des atteintes neurologiques. 
Les patients atteints de CS développent aussi des cataractes, ont un déficit mental, des défauts 
de croissance et du développement. Les signes cliniques spécifiques de la TTD sont la 
fragilité des cheveux, une fertilité diminuée, une petite taille et un déficit intellectuel.  
Les hélicases XPB et XPD appartiennent elles aussi à la SF2 et se déplacent sur l’ADN dans 
des directions opposées. L’activité 5’-3’ de XPD dépend d’un petit domaine de liaison au 
sulfure de fer (FeS), une propriété de la famille d’hélicases dont XPD est le membre fondateur 
et à laquelle appartient FANCJ (Rudolf J et al., 2006). XPB en revanche se déplace dans le 
sens 3’-5’ et s’associe à ERCC1 et XPF pour l’excision de l’ADN en 5’. Deux domaines de 
XPB, conservés entre espèces, sont important pour le rôle de TFIIH dans le NER, le domaine 
« RED » situé entre les deux domaines hélicases et un domaine « Thumb » (pouce en anglais) 

















Les mécanismes de réparation de l’ADN cellulaires sont suffisamment flexibles pour 
faire face à la diversité des dommages subis. Différents mécanismes peuvent intervenir sur 
des dommages de même type, et il existe des mécanismes alternatifs capables de prendre le 
relai comme c’est le cas en absence de NHEJ. Néanmoins toutes les fonctions et tous les 
facteurs de réparation ne peuvent être remplacés, entraînant une létalité des organismes 
comme le montre la différence de phénotypes entre les souris KO pour DNA-LigIV/XRCC4 
et pour Cernunnos.  
Ainsi, notre modèle murin confirme que Cernunnos n’est pas indispensable à la vie ni au 
développement précoce des lymphocytes avec une activité de recombinaison V(D)J diminuée 
mais suffisante pour produire des réarrangements du TCR et du BCR sélectionnés. En effet, 
on retrouve des lymphocytes en périphérie avec une diminution de moitié de leur nombre 
dans les organes lymphoïdes primaires (données non montrées ici pour la MO). La 
prolifération des lymphocytes suite à une activation n’est pas affectée, ni in vivo pour les LT, 
ni in vitro pour les LB. Cependant il existe un défaut de réparation des CDB induites par les 
RI, ou les drogues radiomimétiques, et AID semblable à celui observé pour XRCC4 ou 
Artémis. De plus, les thymocytes des souris Cernu-/- ont un défaut de survie se répercutant sur 
le répertoire du TCRα et donc sur certaines populations de LT semi-invariants. La cause de ce 
défaut de survie serait une activation augmentée de la voie p53 de l’apoptose, faisant 
probablement suite à l’accumulation de dommages à l’ADN que le NHEJ ne peut réparer. Ce 
qui nous amène à penser que Cernunnos joue un rôle important dans le NHEJ, en dehors du 
contexte V(D)J, qui ne peut être la seule stimulation de l’activité catalytique de DNA-LigIV.  
Nous proposons que l’association de Cernunnos avec XRCC4 pour former des complexes 
multimériques en forme de filament, permette le maintien des extrémités d’ADN tout en 
offrant une plateforme pour les autres protéines du NHEJ dont la DNA-LigIV. Cette fonction 
pourrait être suppléée par le CPC formé par RAG1/2 après coupure des deux brins d’ADN. 
Afin de conforter cette hypothèse, il faudrait évaluer la recombinaison V(D)J dans une 
situation où RAG1/2 couperaient l’ADN mais ne se maintiendraient pas sur les extrémités, 
abolissant la formation du CPC. Pour cela, nous pourrions croiser les souris Cernu-/- avec des 
souris mutantes pour le domaine C-terminal de RAG2 (Deriano L et al., 2011). Il serait 
important d’évaluer l’apoptose in vivo dans le thymus simplement en regardant l’expression 
protéique de p53 sur des lysats ou sur des coupes de tissu. Finalement, bien que les patients 
déficients pour Cernunnos soient plus sévèrement atteints d’un point de vue immunologique, 
ceci n’est pas totalement incompatible avec notre hypothèse sur le rôle structurel de 
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Cernunnos dans le maintien des extrémités. Une autre donnée à étudier, aux vues des 
anomalies chez l’homme, est l’impact de l’absence de Cernunnos dans le SNC. Pour cela, une 
analyse immuno-histochimique de l’apoptose et de la prolifération neuronale devra se faire 
dans les embryons de souris Cernu-/-. 
 En ce qui concerne le patient, nous avons mis en évidence l’existence d’une mutation 
ponctuelle homozygote dans une orf orpheline du chromosome 9 qui répondrait à une 
transmission autosomique récessive, puisque les parents sont tous deux hétérozygotes pour la 
même mutation. Les autres individus sains de la fratrie sont soit hétérozygotes, soit 
homozygotes pour l’allèle sauvage (une sœur). Nous avons déterminé que le gène est bien 
exprimé dans les cellules hématopoïétiques avec une forte expression dans les lymphocytes T 
matures. Il reste néanmoins à confirmer ceci au niveau protéique. Les résultats obtenus sur les 
cellules du patient sont très préliminaires et il faut avant tout déterminer avec certitude que la 
mutation mise en évidence est responsable des signes cliniques observés. Pour cela il faudra 
bien caractériser le défaut dans les lymphoblastes T du patient ou de contrôles traités avec le 
shRNA. En effet, la sensibilité à la mmc dans les fibroblastes primaires ou transformés du 
patient n’est pas assez importante par rapport au contrôle pour observer une complémentation.  
Quant à la fonction de PHP, il serait souhaitable d’évaluer l’impact d’autres types de drogues 
génotoxiques comme la phléomycine ou les RI, l’hydroxyurée, des agents alkylants. Nous 
pourrions ainsi déterminer quels types de dommages sont pris en charge par le mécanisme 
auquel participe PHP. Il faudrait également évaluer son activité hélicase et rechercher des 
anomalies chromosomiques, telles que les SCE, dans les cellules du patient. En effet, la 
similitude de structure avec RAD54 suggère que la fonction de PHP serait davantage de 
l’ordre du remodelage chromatinien que de la séparation de brins d’ADN. D’autre part, les 
signes cliniques de notre patient sont très distincts de ceux habituellement décris pour l’un des 
six syndromes causés par des mutations d’hélicases abordés précédemment. Il restera encore à 
déterminer le ligand de PHP et rechercher des partenaires protéiques. L’orf concernée existe 
chez la souris, il est donc possible de poursuivre l’exploration fonctionnelle et mécanistique 
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Titre de la thèse   
Défauts de la réparation de l’ADN et développement lymphoïde : Analyse de situations 
pathologiques chez l’homme et la souris. 
Résumé  
Au cours de leur développement, les cellules du système hématopoïétique sont très exposées 
aux dommages à l’ADN qui peuvent avoir une origine exogène ou endogène. Les organismes 
vivants ont développé de nombreux mécanismes de réparation pour y faire face, et leur 
dysfonctionnement est responsable de maladies rares mais sévères chez l’Homme. Un des 
deux mécanismes de réparation des cassures double-brin (CDB) de l’ADN joue un rôle 
prépondérant dans le développement du système immunitaire (SI) des mammifères. Il s’agit 
de la voie de réparation des extrémités non-homologues (NHEJ) qui est absolument essentiel 
au bon déroulement de la recombinaison V(D)J dans les progéniteurs lymphocytaires de la 
moelle osseuse et du thymus. En effet, la formation de CDB de l’ADN est une étape clé de ce 
remaniement. De même, bien que dans une moindre mesure, le NHEJ intervient pour réparer 
les cassures induites par AID lors de la commutation de classe des immunoglobulines (Ig-
CSR).  
Notre équipe a précédemment identifié un nouveau facteur du NHEJ, Cernunnos (ou XLF), 
responsable chez l’Homme de déficit immunitaire combiné sévère (DCIS) associé à une 
sensibilité aux rayonnements ionisants (RI) et à une microcéphalie. Afin de mieux 
comprendre le rôle de Cernunnos dans le système hématopoïétique et dans le développement 
des lymphocytes en particulier, nous avons créé un modèle murin invalidé pour ce gène. De 
façon surprenante, le développement lymphocytaire se fait quasi normalement dans ces souris, 
le seul défaut observé est une diminution du nombre de lymphocytes. Cependant, l’analyse 
fine du répertoire des cellules T a permis de mettre en évidence un biais dans l’utilisation des 
segments variables V et J de la chaîne α du récepteur (TCRα). Ce serait là la signature d’un 
défaut de survie des thymocytes, passant par une activation chronique de la voie de l’apoptose 
dépendante de p53 en réponse à l’accumulation de dommages de l’ADN. Certaines sous-
populations de lymphocytes T, comme les iNKTs et les MAITs, seraient ainsi affectées.  
Par ailleurs, notre équipe poursuit la caractérisation génétique et fonctionnelle de pathologies 
chez des patients dont le tableau clinique laisse penser qu’il existe un déficit immunitaire ou 
hématologique primaire associé à un défaut de réparation de l’ADN. Nous nous sommes 
intéressés à un patient dont le tableau clinique combinant déficit hématopoïétique et instabilité 
génomique suggère une origine génétique forte. Grâce aux techniques de séquençage haut-
débit et à l’étude de ségrégation au sein de la famille nous avons pu isoler plusieurs mutations 
dont une nous a interpellé plus particulièrement.  
Mots clés  
NHEJ, Cernunnos, XLF, Recombinaison V(D)J, Réparation de l’ADN, Déficits immunitaires, 
Instabilité génomique, Aplasie médullaire.    
